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A talidomida é um composto racêmico derivado do ácido glutâmico. A talidomida é 
aprovada para o tratamento das manifestações agudas cutâneas de eritema nodoso 
hansênico ou prevenção de recorrências (tipo II), para o tratamento de úlceras aftosas, 
mieloma múltiplo e doenças crônico degenerativas (como a doença do enxerto contra 
hospedeiro e lúpus). Em várias dessas condições, a administração intravenosa da 
talidomida seria vantajosa, porém, a talidomida possui limitações que dificultam sua 
administração por essa via, tais como a baixa solubilidade em água e hidrólise 
dependente do pH. Neste contexto, nanoemulsões aparecem como uma alternativa 
farmacoténica passível de alcançar este propósito. Este estudo teve como objetivo  
desenvolver nanoemulsões destinadas à administração intravenosa de talidomida. Na 
primeira parte do estudo, foi desenvolvido e validado um método por cromatografia líquida 
de alta eficiência, a fim de determinar o conteúdo de fármaco e de monitorar sua 
estabilidade nas formulações desenvolvidas. O método mostrou-se específico, linear (r2 > 
0,9998), preciso (R.S.D. < 1,33 %), exato (a recuperação variou de 99,6 a 100,3 %) e 
robusto. Na segunda parte, foram preparadas diferentes formulações utilizando o método 
de emulsificação espontânea. A formulação base para este estudo consistia de 10 % de 
óleo de rícino, 3% de lecitina de soja e 2,5% de agente isotonizante. Inicialmente 
otimizou-se a dose a ser incorporada de talidomida (0,1 - 0,5 mg/g). A partir da avaliação 
da aparência física, do tamanho de gotícula, do potencial zeta e do conteúdo de fármaco 
durante período de estocagem de 60 dias, conclui-se que a formulação que apresentou as 
melhores características foi a que continha 0,1 mg/g de talidomida. O emprego de 
maiores concentrações de talidomida resultou no aparecimento de precipitados cristalinos 
do fármaco após 7 dias de preparação. A etapa posterior consistiu em melhorar a 
estabilidade desta formulação com adição de tensoativo hidrofílico polissorbato 80, 
testado em concentrações de 0,5 a 4 %. Através desse estudo constatou-se que a 
concentração de 0,5 % de polissorbato 80 foi a única que promoveu aumento da 
estabilidade da formulação. Esta formulação manteve suas propriedades em todo o 
período de avaliação (60 dias), ou seja, tamanho de gota de cerca de 200 nm, teor em 
torno de 95 % e potencial zeta em torno de -30 mV. A microscopia eletrônica de 
transmissão revelou micelas quase esféricas, confirmando os resultados de diâmetro de 
gotícula obtidos por espectroscopia de correlação de fótons. O estudo de liberação in 
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vitro, realizado por meio da técnica de diálise reversa, demonstrou que o perfil de 
liberação do fármaco a partir da nanoemulsão é melhor descrito pelo modelo de higuchi e 
é idêntico ao de uma solução deste em acetonitrila. Na terceira e última parte do trabalho, 
foi realizada a caracterização dos precipitados cristalinos encontrado nas formulações que 
continham 0,05 % (p/p) de talidomida por meio das técnicas de microscopia ótica, 
calorimetria exploratória diferencial, infravermelho e difração de raios-X. As amostras 
analisadas foram caracterizadas como o polimorfo alfa, diferentemente do polimorfo 
inicialmente utilizado para o preparo das formulações (beta). Verificou-se também que 
formulações preparadas com o polimorfo alfa resultaram igualmente na precipitação de 
cristais alfa, mas que a solubilidade da talidomida no núcleo oleoso não é afetada pelo 
tipo de polimorfo empregado. 




Thalidomide is a racemic compound derived from glutamic acid. Thalidomide is approved 
for the management of acute cutaneous manifestations of erythema nodosum leprosum or 
prevention of recurrence (type II), for the treatment of aphthous ulcers, multiple myeloma 
and chronic degenerative diseases (such as chronic graft versus host and lupus). In many 
of these conditions the intravenous administration of thalidomide would prove 
advantageous, however, thalidomide limited solubility in water and hydrolysis pH 
dependent impair its administration by this route. In this context, nanoemulsions seem to 
be interesting formulations to achieve this purpose. This study aimed to develop 
nanoemulsions for the parenteral administration of thalidomide. In the first part of the 
study, a high performance liquid chromatographic method was developed and validated in 
order to determine thalidomide content as well as to monitor its stability in the developed 
formulations. The method proved specific, linear (r2> 0.9998), precise (RSD <1.33 %), 
accurate (recovery varied from 99.8-100.3 %) and robust. In the second part, different 
formulations were prepared using the method of spontaneous emulsification. The initial 
formulation for this study consisted by castor oil (10 %, w/w), soybean lecithin (3 %, w/w) 
and osmotic agent (glycerol, 2.5 %, w/w). Firstly, the optimization of the thalidomide 
amount to be incorporated was performed (0.1-0.5 mg/g). From the results of physical 
appearance, droplet size, zeta potential and drug content during the 60 days of storage, it 
was concluded that the best formulation, that is, those which presented the best 
characteristics was that contained 0.1 mg/g of thalidomide. The higher content 
formulations resulted in drug precipitation after 7 days of nanoemulsion preparation. 
Afterward, we aimed to improve the stability of this formulation, and the addition of a 
hydrophilic surfactant (polysorbate 80) at concentrations of 0.5 to 4% was tested. By 
means of this study, we observed that the use of 0.5% polysorbate 80 improved the 
stability of the formulation. This formulation kept its properties throughout the evaluation 
period (60 days), that is, droplet size about 200 nm, drug content around 95 % and zeta 
potential around -30 mV. The transmission electron microscopy revealed almost spherical 
droplets, confirming the results of droplet diameter obtained by photons correlation 
spectroscopy. The in vitro release study, performed by revearse dialysis method, showed 
that the release profile of the drug from the nanoemulsions is best described by the higuchi 
model and is identical to that of a acetonitrile solution of thalidomide. The third and last 
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parte of the work was the characterization of the crystalline precipitates found in the 0.05 
% (w/w) thalidomide nanoemulsion by means of the techniques: optical microscopy, 
differential scanning calorimetry, infrared and X-ray diffraction. The analyzed samples 
were characterized as the alfa polymorph of thalidomide, differently from the polymorph 
originally used for nanoemulsions preparation (beta). It could also be observed that 
formulations prepared with the alfa polymorph lead to the precipitation of alfa crystals, and 
that the solubility of thalidomide in the oil phase is not affected by the type of polymorph 
employed.  
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A talidomida foi introduzida como fármaco sedativo no final de 1950. Em 1961, 
foi removida do mercado farmacêutico, devido a sua teratogenicidade e neuropatia. O uso 
terapêutico deste fármaco como sedativo recomeçou em 1965, com o seu emprego em 
pacientes com eritema nodoso hansênico (ENH), pelo médico Jacob Sheskin (Eriksson et 
al., 2001; Borges e Fröehlich, 2003). Além da atividade sedativa esperada, verificou-se 
que os sinais clínicos e os sintomas do ENH também tinham sido atenuados após 48h do 
uso da talidomida. Vários relatos registram a utilização deste fármaco logo após sua 
proibição, tais como de Field e colaboradores (1966), que descrevem o grau de redução 
da esplenomegalia como indicador da ação da talidomida sobre a doença do enxerto 
versus hospedeiro, além da potencial utilização em células tumorais (Braun et al., 1979). 
Em 1994, D’amato e colaboradores relatam pela primeira vez o mecanismo 
antiangiogênico da talidomida, demonstrando que este fármaco poderia ser utilizado para 
doenças dependentes da angiogênese, como determinados tipos de tumores. 
Com a descoberta dos potenciais mecanismos imunomodulatório e 
antiinflamatório da talidomida, criaram-se novas perspectivas para a sua utilização, 
mesmo que estes ainda não estejam completamente esclarecidos (Franks et al., 2004). A 
aplicação clínica deste fármaco tem demonstrado êxito no tratamento de quadros de 
úlcera aftosa (Jacobson et al., 1999), em condições inflamatórias e infecciosas ligadas a 
dermatologia tais como lupus eritematoso (Atra et al., 1993), em patologias ligadas ao 
HIV, como a caquexia (Borges e Fröehlich, 2003), no mieloma múltiplo (Singhal et al., 
1999), entre outras. 
No Brasil, o emprego da talidomida na terapêutica teve reinício em 15 de 
agosto de 1997 (BRASIL, 1997), quando a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
regulamentou o registro, produção, fabricação, comercialização, exposição à venda, 
prescrição e dispensação dos produtos à base de talidomida. Em 2003, foi sancionada a 
Lei nº 10.651, de 16 de abril de 2003 (BRASIL, 2003), que dispõe sobre o controle do uso 
da talidomida. Em 2007, a talidomida foi retirada da Relação Nacional dos Medicamentos 





Diante de tais informações, nota-se um aumento das aplicações e 
potencialidades da talidomida no tratamento de diversas doenças, mesmo com seu uso 
restrito e controlado (Brasil, 2003). Entretanto, até o presente momento, o fármaco está 
disponível para administração apenas pela via oral, o que apresenta diversos 
inconvenientes (Krenn et al.,1992). Na doença enxerto contra hospedeiro (Krenn et 
al.,1992), a administração de talidomida via oral é prejudicada por lesões intestinais que 
diminuem a capacidade de absorção. Outros casos envolvem pacientes com ulcerações 
esofágicas e orofaríngeas que apresentam deglutição dolorosa (Jacobson et al., 1999) e 
também pacientes cuja administração oral é dificultada por estados de inconsciência 
(sepsis) (Schmidt et al., 1996).  
Nestes casos, especificamente, a melhor via de administração seria a 
intravenosa, mas a talidomida possui limitações que dificultam a sua administração por 
esta via, tais como a baixa hidrossolubilidade (0,050 mg.ml-1) (Goosen et al., 2002) e 
hidrólise espontânea dependente de pH (Eriksson et al., 1998).  
Na literatura, têm sido relatados a complexação da talidomida com 
ciclodextrinas, ou a utilização dos enântiômeros puros, como estratégias de viabilização 
parenteral da talidomida (Krenn et al., 1992; Eriksson et al., 2000). No presente trabalho, 
a veiculação da talidomida em nanoemulsões, ora inédito, é proposta como estratégia 
farmacotécnica para a administração do fármaco por esta via. 
As nanoemulsões vêm sendo investigadas há várias décadas como sistema de 
liberação para a administração intravenosa de fármacos pouco hidrossolúveis devido à 
sua, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (Benita e Levy, 1993; 
Constantinides et al., 2008; Tadros et al., 2004). Estas formulações, que possuem 
tamanho de gotícula submicrométrico e, portanto, compatível com a administração 
intravenosa, podem ser obtidas por diversas técnicas. No presente trabalho, o método de 
preparo escolhido foi a emulsificação espontânea, por tratar-se de um método simples, de 
menor custo, rápido e que permite preparar pequenos lotes de formulação em 
temperaturas inferiores àquelas utilizadas pelas outras técnicas (Yu et al., 1993; 






































• Desenvolver nanoemulsões contendo talidomida visando à administração 
parenteral do fármaco.  
Objetivos específicos: 
• Desenvolver e validar metodologia analítica por cromatografia líquida de alta 
eficiência para análise da talidomida nas formulações desenvolvidas; 
• Avaliar a solubilidade da talidomida em diferentes óleos e selecionar 
aquele(s) em que o fármaco apresenta a maior solubilidade visando à preparação das 
emulsões; 
• Investigar a viabilidade de desenvolvimento de nanoemulsões contendo 
talidomida pela técnica de emulsificação espontânea e selecionar os demais excipientes 
adequados à preparação das formulações; 
• Caracterizar as formulações obtidas quanto as suas propriedades físicas, 
químicas e físico-químicas, bem como avaliar sua estabilidade sob refrigeração ou 4°C; 
• Investigar o perfil de liberação in vitro do fármaco a partir das emulsões 
utilizando o método de diálise reversa; 
• Simular o Perfil Farmacocinético in vivo, utilizando software Scientist®; 
































CAPÍTULO I:   










A talidomida foi descoberta acidentalmente por Wilhelm Kunz em 1953 nos 
laboratórios da indústria farmacêutica “Chemie Grünenthal”, quando este preparava 
peptídeos simples para a produção de antibióticos. Herbert Keller, farmacologista do 
laboratório, reconheceu a substância como análogo estrutural da glutetimida, fármaco 
sedativo hipnótico (Lima et al., 2001; Erickson et al., 2001).  
Em outubro de 1957, o fármaco começou a ser comercializado na Alemanha 
pela mesma indústria farmacêutica sob o nome de “Contergan”, sendo posteriormente 
liberado para uso em mais de 46 países (Grünenthal, 2010). Em 1959 ocorreu o primeiro 
relato de efeito adverso relacionando a talidomida, um caso de polineurite (Grünenthal, 
2010). Em 1960, Frances Kelsey (Kelsey, 1988), como médica revisora do FDA (Food and 
Drug Administration), solicitou estudos mais aprofundados sobre os efeitos adversos do 
fármaco sobre o sistema nervoso central antes de liberá-lo para utilização em território 
norte americano. Este posicionamento, após deflagração do potencial teratogênico, 
fortaleceu o FDA como agência reguladora de medicamentos. 
Em novembro de 1961, um pediatra alemão e um ginecologista australiano, 
respectivamente, Doutor Widukind Lenz (Lenz et al., 1962) e William McBride (1961), 
divulgam quase simultaneamente as primeiras suspeitas relacionando talidomida com 
deformidades em fetos. Neste mesmo mês, a “Chemie Grunenthal” foi pressionada a 
retirar o “Contergan “ do mercado alemão.  
Em 1962, como resposta ao “desastre da Talidomida”, foi aprovada nos 
Estados Unidos uma nova emenda no Federal Food, Drug, and Cosmetic Act chamada 
“Kefauver-Harris”, que introduziu a necessidade de provas científicas de eficácia e 
segurança dos fármacos em fase experimental antes de estes serem testados em 
humanos (Kelsey, 1988; Lenz, 1988). 
A talidomida seguiu sendo utilizada no Brasil até 1965, mesmo 4 anos depois 




Em 1965, surgiram os primeiros estudos (Drobeck et al., 1965; Fratta et al., 
1965), evidenciando a teratogenicidade da talidomida em coelhos da raça Nova Zelândia, 
demonstrando que o modelo anterior, em rato, não refletia a toxicidade exercida sobre os 
humanos. Neste mesmo ano, o médico Jacob Sheskin descobriu a eficácia da talidomida 
no tratamento da Hanseníase (Sheskin, 1965). 
Pesquisa na base de dados SCOPUS com a palavra chave “Thalidomide” no 
período compreendido entre 1965 e meados de 1980 demonstra que grande parte dos 
estudos envolvendo a talidomida era relacionada à condição de embriopatia, estudos 
sobre o provável mecanismo teratogênico, elucidação estrutural, estabilidade química e, 
principalmente, hanseníase. 
A partir de 1980 destacam-se estudos da talidomida em lupus eritematoso 
(Gatti et al., 1986), doença de Behcet (Hamza, 1986) e outras doenças com 
características auto-imunes (Hendler e McCarty, 1983). 
Vogelsang e colaboradores (1986) publicaram estudos utilizando a talidomida 
no tratamento da reação enxerto versus hospedeiro (REVH). A hipótese dos autores era 
de que a talidomida atuaria sobre mecanismos de inibição de precursores citotóxicos. 
A partir de 1990, pesquisadores começam a demonstrar evidências de que a 
talidomida possui atividade antiangiogênica, efeitos antiinflamatórios e de atuação no 
sistema imunológico (D’amato et al., 1994; Gutierrez-Rodriguez et al., 1989; Grinspan et 
al., 1989; Ehrlich, 1989; Heney et al., 1990; Heney et al., 1991; Randall et al., 1990; 
Avgerinou et al., 1990). 
Em 1997, FDA aprovou a comercialização da talidomida (Thalomid) produzida 
pela Celgene, de forma restrita a pacientes cadastrados no programa oficial chamado 
S.T.E.P.S. (System for Thalidomide Education and Prescribing Safety) para tratamento do 
eritema nodoso hansênico (ENH) e mieloma múltiplo (FDA, 1998; Celgene, 2008; Zeldis 
et al., 1999).  
No Brasil, a talidomida é um medicamento controlado, regulamentado pela 
portaria 344/98 (Brasil, 1998), classificado como imunosupressor, classe C3. O uso da 




úlceras aftóides idiopáticas nos pacientes portadores de HIV/AIDS, bem como no 
tratamento de algumas doenças crônico-degenerativas (lúpus eritematoso, doença 
enxerto-versus-hospedeiro) (Brasil, 1997; Brasil, 2002; Borges e Fröehlich, 2003; FUNED, 
2008).  
A RDC nº 34, aprovada em 20 de abril de 2000, libera o uso da talidomida para 
casos de mieloma múltiplo, refratários à quimioterapia antineoplásica. Em 2002, pela 
Portaria Conjunta nº 25, com a finalidade de racionalizar o uso da talidomida, aprovou-se 
os protocolos clínicos e diretrizes terapêuticas para o uso em Doença Enxerto Contra 
Hospedeiro (DECH) lúpus eritematoso sistêmico e mieloma múltiplo (Brasil, 2000; Brasil, 
2002).  
Em 2003, foi sancionada lei n° 10651, que dispõe so bre o controle do uso da 
talidomida, restringindo a sua utilização e distribuição (BRASIL, 2003). Em 2007 (BRASIL, 
2007), a talidomida foi retirada da RENAME, sendo, desde então, utilizada somente em 
programas específicos do governo.  
3.1.2 Propriedades físico-químicas 
A talidomida, [(±)2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol- 1,3-(2H)-diona; (±)-
ftalimidoglutarimida; ±- α- (N-phthalimido) glutarimida; C13H10N2O4] (Figura 1), é um 
composto racêmico derivado do ácido glutâmico.  
 
Fig. 1. Estrutura química da talidomida (Fonte: Borges e Fröehlich, 2003) 
A estrutura da glutarimida contém o único centro assimétrico e existe em duas 




2008). A talidomida é, portanto, um racemato que consiste de quantidades equimolares 
de enantiômeros (+)-(R)-e (–)-(S)-talidomida.  
Os enântiomeros apresentam efeitos farmacológicos distintos. Os efeitos 
teratogênicos e imunomoduladores da talidomida ocorrem devido ao (S)-enantiômero, 
enquanto o efeito sedativo é atribuído ao (R)-enantiômero. Mesmo havendo esta 
diferenciação, o desenvolvimento de uma formulação utilizando a forma pura do (R)-
enantiômero como fármaco é inviabilizada pela interconversão quiral em humanos, 
catalisada pela albumina (Erickson et al., 1998; Hoglund et al., 1998). 
A talidomida é um pó cristalino branco estável, com peso molecular de 258,2 e 
ponto de fusão de 275-278 °C (Teo et al., 2004). O fármaco é pouco hidrossolúvel (50 
µg/mL em pH 6,4 a 25°C e 61,4 µg/mL em pH 6,4 a 32° C) e seu coeficiente de partição 
octanol-água (log P) é cerca de 0,5 a 0,7 (Goosen et al., 2002; Teo et al., 2004; Eriksson 
et al., 2000). 
O fármaco é estável em formas sólidas, mas hidrolisa espontaneamente em 
soluções com pH igual ou acima de 6,0, produzindo pelo menos 13 produtos de hidrólise 
(Schumacher et al.,1965). Estes produtos são também transformados rendendo 
numerosos compostos opticamente ativos. Já foi demonstrado que a acidificação de 
amostras biológicas contendo talidomida (pH 4,0 - 5,5) aumenta significativamente a sua 
estabilidade (Eriksson et al., 2000; Teo et al., 2002 e 2004). 
Através dos estudos de Hargreaves e colaboradores (1970) e Schumacher.e 
colaboradores (1965), constatou-se que a ftalimida e a glutarimida, os principais 
grupamentos da talidomida, sob hidrólise básica, apresentam reação que parece ser de 
segunda ordem na faixa de pH entre 7 e 10 e acima desta faixa a abertura destes anéis 
são quase independentes da concentração dos íons hidroxila devido a natureza ácida do 
hidrogênio ligado ao nitrogênio do grupamento imidico, tanto da glutarimida como da 
ftalimida.  
A hidrólise ácida é dependente de condições mais drásticas; para a formação 
de ácido ftálico existe a necessidade de aquecimento com ácidos minerais fortes. Esta é 




minerais fortes se hidrolisam em ácidos e aminas primárias. O mecanismo de reação 
envolve ataque nucleofílico da água na carboxila do ácido conjugado instável da imida 
(Hargreaves et al., 1970). 
Além do aspecto químico, a talidomida apresenta-se na forma cristalina de 2 
polimorfos, denominados α e β ou III e I. Esta característica, relatada há mais de dez anos 
na literatura (Caira et al., 1994; Reepmeyer et al., 1994; Carini et al., 2008), pode ter um 
papel importante na biodisponibilidade. Mais recentemente, Lara-Ochoa e colaboradores 
(2006) descrevem ainda a existência de uma nova forma polimórfica, designada β*, que 
exibiria enantiotropia com as duas formas.  
3.1.3 Mecanismos de ação 
A partir de 1990, estudos envolvendo citocinas antiinflamatórias demonstraram 
que a talidomida possui uma inibição seletiva, atuando especificamente sobre TNFα 
(Fator de Necrose Tumoral alfa) produzida por monócitos sem afetar a síntese ou 
expressão de outras citocinas relacionadas a estas células (Sampaio et al., 1991; Moreira 
et al., 1993).  
Em 1994, D’Amato e colaboradores comprovaram um dos prováveis 
mecanismos de atividade antiangiogênica da talidomida, demonstrando, a partir de 
ensaios com microbolsa em córnea de coelhos e camundongos, que a talidomida quando 
administrada oralmente inibe a neovascularização por bloqueio do fator básico de 
crescimento do fibroblasto (bFGF) e do fator de crescimento do endotélio vascular 
(VEGF). Em 1997, Kenyon e colaboradores, demonstraram que este mecanismo está 
associado principalmente ao enântiomero S, responsável também pela teratogênese. 
Através de relação estrutura-atividade, os produtos de degradação da hidrólise 
espontânea também teriam efeito antiangiogênico. 
Diante dos possíveis efeitos, de sedação a imunomodulação, a atividade da 
talidomida não se restringe unicamente a um sistema, podendo atuar em todo o 
organismo. Na pele, por exemplo, favorece a proliferação dos queratinócitos através da 




inibindo a atividade fagocítica dos monócitos e neutrófilos, via receptores de superfície 
(Paravar e Lee, 2008).  
A atividade antiinflamatória pode estar relacionada à inibição de secreção da 
Prostaglandina E2 (PGE2) via desestabilização do ARNm da enzima ciclooxigenase 2 
(COX2) (Paravar e Lee, 2008; Faver e colaboradores 2005; Jin e colaboradores 2007). 
Grande parte das pesquisas envolvendo pacientes com eritema nodoso 
hansênico, HIV-1 e tuberculose demonstram que a talidomida atua na produção do fator 
de necrose tumoral alfa (TNFα), mas falta um consenso relacionado à diminuição deste 
fator, pois a presença desta citocina mesmo em níveis elevados ocorre também em 
pacientes que demonstraram diminuição dos sintomas (Penna et al., 2005; Okafor, 2003; 
Ravot et al., 1999; Fu e Fu-Liu, 2002;  Paravar e Lee, 2008). 
A talidomida aumenta a secreção do ativador das células NK (natural Killer) 
induzindo uma resposta imune antitumor. Atua nas células tumorais por mecanismo de 
apoptose além de inibir produção de anticorpos e ativar as células T (Kawamata et al., 
2006; Anderson, 2005; Invernizzi et al., 2005; Davies et al., 2001).  
O fator nuclear ĸ B (NF-kB) é relacionado a transcrição de DNA. A inibição 
deste fator está relacionada à diminuição da resposta inflamatória em modelos animais. A 
talidomida atua neste fator de transcrição de forma indireta através de supressão da 
atividade de IκB quinase, enzima responsável pela fosforilação da IĸB α resultando em 
dissociação do NF-kB, ativando-o (Keifer e colaboradores, 2001). 
Falta um consenso definitivo sobre a talidomida e todos os seus mecanismos 
de ação e das possíveis interações entre eles. Diante deste amplo espectro de atividade 
farmacológica, ressaltando as atividades nos receptores celulares de superfície (CD14, 
CD11b/CD18), TNFα, interferon, interleucina 8, interleucina 10, interleucina 12, 
ciclooxigenase 2 (COX-2), células NK (natural killers) e possivelmente sobre o fator 
nuclear ĸ B (NF-ĸB) (Paravar e Lee, 2008; Franks et al.,, 2004) pode-se concluir que há 
ainda um vasto campo de aplicações experimentais e farmacológicas para a talidomida, 




3.1.4 Usos aprovados  
Na reação hansênica do tipo eritema nodoso ou tipo II, a talidomida é utilizada 
para manifestações cutâneas moderadas a grave. Não é recomendada como monoterapia 
quando há presença de neurite moderada a grave. É a terapia de primeira linha para 
graus moderado a severo, e no caso do eritema nodoso recidivante, é utilizada como 
terapia de manutenção para prevenção e supressão das manifestações (BRASIL, 1997; 
BRASIL, 2000; BRASIL, 2003; FUNED, 2008; Franks et al., 2004).  
A talidomida é utilizada em úlceras aftosas, em pacientes infectados ou não 
pelo HIV, que não respondem ao tratamento com colchicina, dapsona e corticosteróides. 
A infecção causadora da lesão deve ser excluída antes de considerar o tratamento com a 
talidomida (FUNED, 2008). 
No caso do Mieloma Múltiplo (MM), estudos demonstram que a redução de 
dose pode resultar em eficácia similar quando comparado com altas doses e o uso 
combinado com outros agente anti-MM pode aumentar sua potência (dexametasona). 
Ainda, a talidomida seria ativa contra Mieloma avançado, produzindo respostas 
acentuadas e duráveis em alguns pacientes com mieloma múltiplo incluindo os 
reincidentes de quimioterapia em altas doses (BRASIL, 2000; Celgene, 2008; Haas et 
al.,2008; Dimopoulos et al., 2001; Singhal et al., 1999). 
É aprovado seu uso no tratamento da reação enxerto versus hospedeiro 
(REVH), embora não haja dados conclusivos sobre a eficácia, este problema poderia 
estar diretamente relacionado ao problema de absorção devido a extensivas erosões do 
trato digestivo ocasionadas pela reação (Vogelsang e Higman, 2004; Krenn et al., 1992; 
FUNED, 2008). 
Devido ao mecanismo autoimune envolvido, alguns estudos demonstram a 
eficácia talidomida no tratamento do lupus eritematoso. Ainda existe a necessidade de 
comprovação de que os efeitos da terapia sobrepõem às reações adversas, 
principalmente neuropatia periférica e teratogênese, mas o uso da talidomida é aprovado 




3.1.5 Reações adversas 
Grande parte dos estudos clínicos utiliza o protocolo do National Cancer 
Institute (2006), chamado de “Cancer Therapy Evaluation Program”, onde os eventos 
adversos são graduados de Zero a Cinco, sendo grau Zero relacionado a nenhum evento 
adverso ou dentro dos limites normais, e grau Cinco a evento adverso fatal (Singhal et 
al.,1999; Dimopoulos et al., 2001; Weber et al., 2003; Srinivas e Guardino, 2005). 
Conforme Singhal e colaboradores (1999), efeitos adversos foram relatados por 
pelo menos 10 por cento dos pacientes na maioria das diferentes doses. Relatos de 
efeitos adversos grau 3 ou 4 não foram freqüentes (menos do que 10% em todos casos). 
Menos que 5 por cento dos pacientes tiveram grau 1 ou 2 de leucopenia em qualquer 
dose, e efeitos adversos de grau 3 ou 4, de trombocitopenia ou anemia ocorreram em 
somente em 3 pacientes. De forma geral, os eventos adversos mais comuns da 
talidomida foram grau 1 ou 2 incluindo principalmente sonolência, constipação e fadiga 
(Dimopoulos et al., 2001; Weber et al., 2003; Srinivas e Guardino, 2005). 
Além da teratogenicidade, já muito bem documentada, os efeitos adversos 
mais freqüentes associados à talidomida são a sedação, seguida da neuropatia periférica. 
No estudo de Teo et al.(2004), os efeitos adversos foram associados ao regime 
terapêutico (dose única ou múltipla). No caso de dose única de 200 mg, os eventos 
adversos incluíram sedação, vertigem e dor de cabeça. Em doses múltiplas de 200 mg/dia 
por 3 semanas, foram relatados, além destes efeitos, constipação, formigamento e boca 
seca (Teo et al., 2004; Scheffler et al., 2000; Trapnell et al 1998). 
A bula do medicamento Talidomida comprimido 100 mg, produzido pela 
FUNED, classifica as reações adversas por incidência e por sistemas. Relata sua 
teratogenicidade e ressalta o risco extremamente alto de nascimentos com malformações, 
especialmente focomelia ou morte fetal durante o período crítico da gestação (entre a 3a e 
8a semana). Estudos realizados contra-indicam a utilização da Talidomida em todo o 





A baixa solubilidade em água, tanto da mistura racêmica como dos 
enântiomeros puros, e instabilidade química em pH fisiológico, além de impedir um estudo 
detalhado de sua farmacocinética também dificulta o uso intravenoso da talidomida, e 
conseqüentemente, determinação experimental de sua biodisponibilidade absoluta (Teo et 
al., 1999; Matthews e McCoy, 2003; FUNED, 2008; Celgene, 2008, Eriksson et al., 2000). 
Para uma dose de 200 mg, obtêm-se concentrações plasmáticas máximas 
(Cmax) entre 1 a 2 µg/ml, com tempo para atingir a concentração máxima (Tmax) que pode 
variar entre 3 a 4 horas. O tempo de latência é de aproximadamente 30 minutos e a 
exposição total obtida pela área sob a curva (ASC) é de 18 mg.h/L. A meia-vida de 
eliminação (t1/2) é de 6 horas e a depuração sistêmica aparente de 10L/h (Celgene, 2008; 
Teo et al., 2004).  
A ligação às proteínas plasmáticas é de 55 e 66 % para a as formas (+)-R e (-)-
S, respectivamente (Celgene, 2008). A talidomida sofre hidrólise não enzimática no 
plasma, que leva à formação de aproximadamente 13 metabólitos (Matthews e McCoy, 
2003; Celgene, 2008; Schumacher e Williams; 1965). 
O fármaco apresenta uma depuração renal de 1,15 ml/min com menos que 0,7 
% da dose excretada na urina na forma inalterada (Celgene, 2008).  
Os valores de Cmax, Tmax e t1/2 em pacientes portadores de HIV, que não 
apresentavam infecções oportunistas ou doenças que pudessem alterar a absorção 
gastrintestinal, foram similares aos observados por indivíduos sadios (Piscitelli et al., 
1997). Entretanto, segundo Eriksson e colaboradores (2001), em alguns pacientes, a 
biodisponibilidade do fármaco estaria diminuída devido a problemas de má-absorção ou 
absorção não-linear de altas doses. Destacam-se pacientes portadores da Reação-
enxerto-versus-hospedeiro (REVH), que apresentaram além da absorção diminuída, uma 
ampla variação inter-individual. Nestes indivíduos, doses de até 1600 mg/dia, divididas em 
4 tomadas, tiveram que ser administradas para se obter picos de concentração plasmática 




A administração concomitante com alimentação rica em lipídios parece não 
alterar significativamente os valores de área sob a curva (ASC) e Cmax., no entanto, 
aumentam o valor de Tmax para aproximadamente 6 horas (Teo et al., 2000; Eriksson et 
al., 2001; Celgene, 2008).  
Cabe ainda mencionar que a dissolução lenta do fármaco no intestino devido a 
baixa hidrossolubilidade pode levar ao aparecimento do fenômeno de flip-flop, isto é, 
quando a velocidade de eliminação é maior que a velocidade de absorção (Eriksson et al., 
2001; Teo et al., 2001; Teo et al., 2004).  
3.2 Nanoemulsões 
Emulsão é um sistema disperso que contém pelo menos duas fases não 
miscíveis. São termodinamicamente instáveis devido ao excesso de energia livre 
associada à superfície das gotículas. A tendência física do sistema é a redução de 
superfície com o aumento do tamanho das gotículas devido à associação destas (Tadros 
et al., 2004; Tamilvanan, 2009; Schott, 1995). 
Normalmente essas emulsões são constituídas de uma fase externa ou 
contínua e uma fase interna ou dispersa. O tipo de emulsão, óleo em água (O/A) onde a 
fase externa é aquosa, água em óleo (A/O) onde a fase externa é oleosa ou emulsão 
dupla ou múltipla (O/A/O e A/O/A) dependerá basicamente das propriedades dos 
tensoativos, da proporção das fases e da temperatura (Benita e Levy, 1993; Eccleston, 
2007, Tamilvanan, 2004). 
Nanoemulsões, também denominadas de emulsões lipídicas ou emulsões 
submicrométricas, são sistemas de aspecto leitoso que possuem tamanho de gotícula 
menor que 1 µm, em geral de 200 a 500 nm. Ao contrário das microemulsões (que são 
transparentes ou translúcidas e termodinamicamente estáveis), nanoemulsões são 
somente cineticamente estáveis, ou seja, apresentam as mesmas limitações relacionadas 
aos fenômenos físicos que regem uma emulsão com tamanho de gotícula micrométrico 
(>5µm) (Benita e Levy, 1993; Solans et al., 2005; Jumaa e Müller,1998; Floyd, 1999; 




A utilização destes sistemas para a administração parenteral de fármacos tem 
sido amplamente investigada. Gao e colaboradores (2008) prepararam e caracterizaram 
emulsões lipídicas de uso parenteral com docetaxel (0.4 or 0.8 mg/mL), com a finalidade 
de obter uma formulação para a redução de toxicidade relacionada a solução micelar 
disponível comercialmente. Já Wang e colaboradores (2006) comprovam através de seu 
estudo um prolongamento da liberação de nalbufina e diminuição de atividade hemolítica 
por utilização de sistema de tensoativo baseado em lecitina e interação com éteres 
alquilados do polioxietileno.  
As principais vantagens estão relacionadas a estabilidade, diminuição de 
toxicidade de formulações e veiculação de fármacos pouco solúveis em água (Tadros, 
2004; Tamilvanan, 2004; Floyd, 1999). O potencial de redução de toxicidade de fármacos 
pode ser exemplificado pelo estudo de Zhang e colaboradores (2008), onde a veiculação 
de vinorelbine com utilização de emulsão submicrométrica reduziu significativamente a 
irritação severa gerada pela utilização de formulação aquosa. 
Como o sistema é constituído de duas fases, uma polar e outra apolar, 
fármacos veiculados em emulsões submicrométricas apresentam uma atividade biológica 
em grande parte das vezes mais estável, visto que para sofrer tanto metabolismo como 
degradação deve se difundir da matriz lipídica (Benita e Levy, 1993; Han et al., 2004; 
Waitzberg, 2006; Cox et al., 1998). Além desta estabilidade na atividade biológica, Yan e 
colaboradores (2007) relatam que o uso de flunarizina veiculada em emulsões 
submicrométricas parenterais pode ter sua biodisponibilidade aumentada quando 
comparada ao fármaco administrado na mesma dose só que em solução. 
As emulsões parenterais originalmente foram criadas para suplementação 
lipídica na nutrição parenteral (Klang e Benita, 1998). De acordo com Waitzberg (2005) e 
Waitzberg e colaboradores (2006), as emulsões lipídicas utilizadas na nutrição parenteral 
podem ser classificadas em 3 gerações. A primeira geração é representada pelas 
emulsões convencionais cuja fase interna era composta basicamente por óleo de soja. A 
segunda geração é representada por misturas de triglicerídios de cadeia média e longa, 
esta mudança foi devido ao efeito imunosupressor e inflamatório sistêmico dos óleos ricos 
em ácido graxos poliinsaturados ω-6 (óleo de soja) (Calder, 2009; Calder et al., 1994). A 




como vitamina E foram incluídos como núcleo oleoso. Estas novas composições são ricas 
em ácido graxos poliinsaturados ω-3, exercendo efeitos clinicamente comprovados de 
imunomodulação e atividade antiinflamatória (Calder, 2006; Wanten et al., 2007). Na 
tabela 1 verifica-se a composição e outras características de algumas emulsões lipídicas 
comerciais de uso parenteral. 
Tabela 1: Exemplos de emulsões lipídicas para nutrição parenteral 
Fabricante Nome 
Tipo de óleo 



















10 e 20% 
Soja 07:01 1,2 25 8 
Baxter Intralipid 
10 e 20% 




10 e  20% 
Côco (50%), 
Soja (50%) 




























2.5:1 1,2 25 8.0 
Referências: Tamilvanan, 2004; Tamilvanan, 2009; Rxlist, 2009; Rowe, 2006; Klang e 
Benita, 1998; Wanten e Calder, 2007; Strickley, 2004 
Não se restringindo ao aspecto nutricional das emulsões lipídicas, Tamilvanan 
(2004; Tamilvanan, 2009) executou uma classificação mais ampla, considerando também 
o desempenho como carreadores de substâncias. Neste caso, a primeira geração 
contempla todas as formulações de emulsões lipídicas utilizadas na nutrição parenteral. A 
segunda geração compreende as emulsões lipídicas que conferem estabilização e 




São formulações onde o componente oleoso perfaz entre 0,5 a 50% da composição, o 
emulsificante entre 0,1 e 10%, o tensoativo não iônico entre 0,05 a 5% e, por fim, uma 
quantidade suficiente do componente aquoso. A terceira geração utiliza emulsificantes 
catiônicos complexos, que associam diferentes tipos de estruturas, tais como fosfolipídios, 
polioxietilenos e aminas primárias. A função principal desta estratégia de “cationização” é 
melhorar a captação celular (Tamilvanan, 2004; Tamilvanan 2009). Na tabela 2, são 
demonstrados alguns fármacos veiculados em nanoemulsões de uso parenteral. 
Com relação à estabilidade, os sistemas submicrométricos estão sujeitos aos 
mesmos fenômenos físicos de instabilidade de emulsões micrométricas, tais como: 
• Floculação: fenômeno relacionado a uma fraca e reversível interação entre 
micelas que ainda permanecem separadas pelo filme interfacial (Eccleston, 2007; Benita 
e Levy, 1993; Solans et al.,2005; Jumaa e Müller,1998; Floyd, 1999; Tadros et al.,2004).  
• Coalescência: processo irreversível onde as gotículas da fase oleosa se 
fundem gerando gotículas maiores. Em condições mais avançadas de instabilidade 
ocorrerá a separação de fase (Tadros, 2004; Jumaa e Muller, 1999) 
• Cremagem ou sedimentação: ocorre quando as gotículas ou o floculado se 
separa pela influência da gravidade formando camadas mais concentradas na superfície 
(cremagem) ou na parte inferior de um frasco (sedimentação). É possível a reversão por 
simples agitação (Tadros, 2004; Jumaa e Muller, 1999; Eccleston, 2007). 
• Amadurecimento de Ostwald (Ostwald Ripening): ocorre devido ao efeito de 
tensão superficial quando há uma miscibilidade significativa entre fase interna e externa. 
As pequenas gotículas (<1 µm) mais solúveis na fase externa que as maiores, tendem ao 
estado de equilíbrio pela difusão de suas moléculas solubilizadas na direção das gotículas 
de maior diâmetro. Este fenômeno irreversível com o tempo acarretará em separação de 







Tabela 2: Fármacos e Emulsões Lipídicas de uso parenteral 
Nome 





Diazepam 5 mg/ml Óleo de soja 15%, 
Monoglicerídios 
acetilados 5%, 1,2% 
de fosfolipídios, 
2,25% de glicerol, 
pH entre 6,0 e 8,5 





Propofol 10 mg/ml Óleo de soja 10%, 
1,2% de 
fosfolipídios, 2,25% 
de glicerol, pH entre 








Etomidato 2 mg/ml Óleo de soja 10%, 
1,2% de 
fosfolipídios, 2,5% 
de glicerol, pH entre 
6,5 e 8,5 






4 mg/ml Óleo de soja 10%, 
1,2% de 
fosfolipídios, 2,5% 
de glicerol, pH entre 







Diazepam 5 mg/ml Óleo de soja 10%, 







(15 µg de 
hemaglutininas de 
influenza virus) 
0,5 ml Esqualeno 5%, 0.8 
mg/ml DOTAP, 

















Alprostadil 5 µg/ml Soja 10%, 1,8 % de 
fosfolipídios 
Klang e Benita, 1998; 
Mizushima, 1994; 
Yamaguchi, 1996; 




3.3 Formulação de emulsões parenterais  
3.3.1 Óleos 
A escolha do óleo é uma das primeiras etapas da formulação de emulsões 
parenterais. As especificações para este tipo de sistema são mais rígidas, possuindo além 
da pureza, um custo diferenciado, comparativamente às exigidas por outras vias de 
administração (Benita e Levy, 1993; Floyd, 1999). 
Os óleos normalmente selecionados podem ser classificados em dois grupos, 
os que possuem triglicerídeos de cadeia longa (TCL) derivados do óleo de soja, gergelim, 
açafrão, algodão, oliva e rícino (Strickley, 2004, Wanten e Calder, 2007), e os 
triglicerídeos de cadeia média (TCM) derivados da reesterificação dos ácidos graxos 
fracionados do óleo de côco. Cada óleo, de acordo com a tabela 3, apresenta uma 
composição diferenciada com relação ao teor de ácidos graxos (Rowe, 2006). 
Com relação aos ácidos graxos majoritários, merecem destaque os derivados 
do TCM e do óleo de rícino. O TCM apresenta características positivas, tanto de 
solubilização como de metabolismo relacionadas à presença predominante de ácido 
graxo com 8 carbonos em sua composição (Tamilvanan, 2004; Bach e Babayan, 1982). 
No óleo de rícino, ressalta-se a hidroxila do ácido ricinoléico, este grupamento possui 
elevada reatividade ao mesmo tempo em que favorece a estabilidade do óleo, reduzindo 
a produção de peróxidos. Além disso, elas aumentam a viscosidade devido à formação 
das pontes de hidrogênio (Ogunniyi, 2006). 
É importante ressaltar a estrutura química dos ácidos graxos majoritários de 



























Fig. 6. Ácido eicosapentaenóico- Óleo de peixe 
Uma das funções das emulsões submicrométricas é a incorporação de 
fármacos pouco hidrossolúveis. O núcleo oleoso possui na maioria das vezes uma função 
indispensável para incorporação destes, uma escolha inequívoca envolve a avaliação de 
sua capacidade de solubilização e cada óleo possui uma característica especifica, tais 
como polaridade, viscosidade e estabilidade, tendo desempenhos diferentes na maioria 
das vezes. O conjunto destes resultados, tanto de solubilização, disponibilidade para 
administração parenteral, facilidade de manuseio e estabilidade, levam a escolha do óleo 
ou misturas que serão utilizados no sistema (Benita e levy, 1993; Tadros, 2004; 





Tabela 3: Composição dos óleos em ácidos graxos 








































































































































































































































































































































































































































































  Rowe, 2006; 

















































































 Jalali-Heravi e 
Vosough, 2004; 





3.3.2 Emulsificantes ou tensoativos 
Entre os emulsificantes de uso parenteral, as lecitinas, tanto de origem animal 
como vegetal, são as mais comumente utilizadas. São tensoativos anfóteros ou 
zwitteriônicos, apresentam cabeça polar anfotérica, sendo que a carga desta pode mudar 
com a variação de pH. Em pH ácido terá comportamento catiônico e em pH básico, 
aniônico (Leal-Calderón, 2007). 
Dependendo da natureza apresentam grandes diferenças na composição e, 
por conseguinte, em suas propriedades físico-químicas. A lecitina de soja, por exemplo, 
com relação a seu teor de fosfatidilcolina, apresenta uma quantidade três vezes menor 
que a lecitina de ovo (Rowe, 2006, Scholfield, 1981; Dornbos et al., 1989; Palacios e 
Wang, 2005; Yu et al., 1993, Tadros et al 2004, Bouchemal et al., 2004). 
É importante ressaltar que a lecitina de ovo possui uma maior proporção de 
ácidos graxos saturados em relação a de soja, sugerindo uma melhor estabilidade em 
relação a oxidação. Em contrapartida, a lecitina de soja tem apresentado melhor 
estabilidade em emulsões óleo em água (Palacios e Wang, 2005). Na tabela 4, 
demonstram-se as composições típicas das diferentes lecitinas. 
Outra consideração importante é o grau de purificação das lecitinas, 
subdividindo-as em grau natural e refinado. A consistência pode variar entre plástica a 
fluida, dependendo dos ácidos graxos livres, conteúdo de óleo, e também da presença de 
outros diluentes. A cor pode oscilar entre amarelo claro a marrom, dependendo da fonte 
de obtenção. Pode ser inodora ou com odor característico (noz). É parcialmente solúvel 
em água, mas se hidrata rapidamente formando emulsão. A fração de fosfatídeos livres é 
solúvel em ácidos graxos, mas praticamente insolúvel em óleos fixos. Na presença de 
todas as frações de fosfatídeos, a lecitina é parcialmente solúvel em álcool e praticamente 







































Óleo de soja 33-35% 
Esteróis 2- 5% 


















Ácido fosfatídico 9% 














     
Fosfatidilcolina  14% 
Fosfatidiletanolamina 
24% 
Fosfatidilinositol  13% 


















R1 e R2 são ácidos graxos, que podem ser idênticos ou dife rentes 
Fig. 7. Fórmula estrutural da alfa-fosfatidilcolina (lecitina natural)  
Existe a forma β, que diferencia-se da α pela troca de posição entre R2 e 
grupamento contendo fósforo ( Rowe et al., 2006). 
As lecitinas naturais são comercializadas de acordo com grau de pureza e 
fonte. Os catálogos dos fabricantes mundiais oferecem lecitinas purificadas tanto de ovo 
como de soja com teores aproximados de 80% de fosfatidilcolina, fosfolipídios naturais 
purificados, cuja constituição é praticamente 100% de fosfatidilcolina, e também lecitinas 
e fosfolipídios hidrogenados (ICH, 2005; Lipoid, 2009; Avanti Polar Lipids, 2009). 
Outros tensoativos muito utilizados são os sintéticos não-iônicos. Possuem 
estrutura semelhante aos tensoativos com carga, mas sua cabeça polar é constituída de 
cadeias de polióxido de etileno. Ao contrário dos tensoativos carregados, possuem pouca 
sensibilidade à adição salina, mas são muito instáveis frente à temperatura (Malmsten, 
2002). 
Este grupo de tensoativos pode ser utilizado concomitantemente às lecitinas 
para favorecer a estabilidade dos sistemas formando complexo emulsificante (Malmsten, 
2002). Os principais tensoativos aprovados para uso parenteral são demonstrados na 






Tabela 5: Principais tensoativos não-iônicos permitidos para uso parenteral 








Líquido oleoso amarelado, com odor característico e 
sabor amargo. Sofre clivagem dos grupamentos óxido de 
etileno por auto-oxidação e hidrólise do grupamento éster 
do ácido graxo. Percentual permitido para uso 
parenteral:12%.  
Rowe, 2006 









Líquido viscoso amarelado, límpido a 25ºC. É 
caracterizado por mistura onde 83% dos componentes 
possuem um comportamento hidrofóbico (polietilenoglicol 
ricinoleato de glicerol) e 17% hidrofílico (polietilenoglicol e 





1999; He et 
al., 2003; 
Gelderblom 
et al., 2001; 








Consiste de 70% de porção lipofílica constituídas de 
mono e diésteres de ácido 12-hidroxiesteárico e o 
restante de polietilenoglicol. A molécula é obtida por um 
processo sintético através da reação de ácido 
hidroxiesterárico com óxido de etileno. A temperatura 
ambiente é uma cera branca amarelada fundindo em 








Copolimero de polioxietileno–polioxipropileno, sendo 
polioxietileno a fração hidrofilica e o polioxipropileno a 
fração lipofílica. Consiste de grânulos cerosos brancos, 
praticamente inodoros e insípidos. Apresentam um ponto 
de fusão que varia entre 57°C. Estudos demonstram q ue 
este tensoativo atua na hipersensibilização de receptores 
em células malignas resistentes favorecendo a 
citotoxicidade de fármacos antitumorais. Percentual 















3.3.3 Outros componentes 
As emulsões parenterais geralmente possuem isotonicidade situada entre 250 e 
400 mOsm Kg-1. Como os componentes da fase externa não contribuem para esse ajuste, 
geralmente se adiciona uma quantidade equivalente a 2,0 ou 2,5% de glicerina para 
alcançar a isotonicidade especificada (Floyd, 1999; Klang e Benita, 1998; Wanten e 
Calder, 2007)  
Os ácidos graxos poliinsaturados, presentes nos óleos de soja e nos demais 
óleos ricos em triglicerídeos de cadeia longa (Beare-Rogers e colaboradores 2001), que 
são utilizados nas composições das emulsões parenterais lipídicas, possuem tendência a 
peroxidação lipídica (Dupont, 1999). A presença destes peróxidos pode ser fatal para 
neonatos, além de causar danos ao sistema imunológico de pacientes adultos (Sweeney 
et al., 2005; Pitkanen, 1992).  
A diminuição do risco de formação de peróxidos pode ser realizada mediante 
utilização de antioxidantes. Pela via intravenosa podem ser usados o alfa tocoferol, o 
ácido ascórbico (com restrições devido a degradação interfacial das emulsões baseadas 
em fosfatidilcolina), ascorbato de sódio e desferrioxamina (Nikas e colaboradores, 2008; 
Rowe, 2006, Floyd, 1999, Hammad e Müller, 1998; Strickley, 2004; Klang e Benita, 1998; 
FDA, 2009). 
O pH constitui um importante fator para a estabilidade de uma emulsão, 
principalmente as constituídas por lecitina, pois seus grupamentos anfóteros apresentam 
o melhor desempenho em uma faixa relativamente estreita de pH, entre 5,0 e 8,0. Durante 
o processo de manipulação, o ajuste e a manutenção desta faixa de pH é 
preferencialmente feita com hidróxido de sódio e ácido clorídrico diluídos. Já a utilização 
de tampões pode prejudicar o sistema emulsionado, pois estes podem catalisar os 
fenômenos de instabilidade devido à alteração do potencial elétrico do meio (Strickley, 
2004; Klang e Benita, 1998; FDA, 2009; Yu e colaboradores, 1993) 
3.4 Métodos de preparação de emulsões submicrométri cas 
A produção de nanoemulsões pode ser realizada por diferentes métodos, e 




sonicação, emulsificação espontânea e método da temperatura de inversão de fases ou 
método PIT (Tadros et al., 2004; Robin et al., 1993; Yilmaz e Borchert, 2005; Bouchemal 
et al., 2004; Forgiarini et al., 2001; Sadurní et al., 2005; Manson et al., 2006; Almeida et 
al., 2008). 
Importante salientar que nos processos de homogeneização à alta pressão, 
microfluidização e ultrasonicação, a formação de emulsões com gotículas 
nanodimensionadas ou submicrométricas passa primeiro pela obtenção de uma emulsão 
grosseira ou micrométrica, ou seja, o processo é realizado em duas etapas. A etapa 
prévia geralmente utiliza homogeneizadores (por exemplo, Ultraturrax®) que junto ao 
calor empregam uma alta taxa de cisalhamento ao sistema formando uma emulsão com 
gotículas com diâmetro em torno de 1 a 10 micrômetros (Benita e Levy, 1992; Almeida et 
al., 2008; Floury et al., 2004). Subsequentemente são empregados 
ultrahomogeneizadores, microfluidizadores ou ultrasonicadores que através de diferentes 
mecanismos como alta pressão, microcanais e ultrassom levam à redução do tamanho de 
gotícula à escala nanométrica (Benita e Levy, 1992; Almeida et al., 2008; Floury et al., 
2004; Mason et al., 2006b; Pinnamaneni et al., 2003; Mason et al., 2006a; Gaikwad e 
Pandit, 2008). 
Existem ainda os processos de emulsificação de baixa energia, entre estes, o 
método de temperatura de inversão de fases (PIT- Phase Inverse Temperature) e o 
método de emulsificação espontânea (Bouchemal et al., 2004; Yu et al., 1993). Uma 
revisão atual sobre todos estes métodos é apresentada por Almeida e colaboradores 
(2008). 
O processo de emulsificação espontânea, empregado no presente trabalho, 
consiste na mistura de uma fase orgânica homogênea composta por óleo, tensoativo 
lipofílico e solvente miscível em água, e uma fase aquosa que contém tensoativo 
hidrofílico e água. Este procedimento de mistura se dá pela adição por injeção lenta da 
fase orgânica sobre a fase aquosa, que está sob agitação. Instantaneamente, é formada 
uma emulsão óleo/água pela difusão do solvente orgânico pela fase externa aquosa, 
formando as gotículas com tamanho nanométrico (Bouchemal et al., 2004). Todo o 
solvente orgânico miscível em água é removido por evaporação à pressão reduzida (Yu et 




Embora este processo de emulsificação tenha sido relatado pela primeira vez 
em 1878, o fenômeno ainda continua não completamente elucidado (Malmsten, 2002). O 
processo é produzido por diferentes mecanismos que são afetados pela composição do 
sistema e suas propriedades físico-químicas (Lopes-Montilla et al., 2002). Entre esses 
mecanismos citam-se: turbulência interfacial, tensão interfacial negativa e difusão.  
A turbulência interfacial é devida ao gradiente de tensão interfacial gerado pela 
distribuição não uniforme das moléculas do surfactante na interface, o que acaba gerando 
instabilidade mecânica, possibilitando a formação de gotículas (Leal-Calderon, 2007). 
A tensão interfacial negativa é o fenômeno ocorrido devido à alta concentração 
de tensoativo na interface, diminuindo de forma muito acentuada a tensão. Como o 
processo é dinâmico, a interface óleo/água aumenta e qualquer força atuante acaba 
reestruturando o sistema (Eccleston, 2007; Leal-Calderon, 2007). 
A difusão é um dos mecanismos que mais explicam a formação de micelas 
nanoestruturadas. Quando o solvente com a fase oleosa difunde-se pela fase aquosa, 
acaba carreando pequenas quantidades de óleo e formando gotículas à medida que o 
meio aquoso fica saturado de óleo (Eccleston, 2007; Leal-Calderon, 2007). 
3.5 Caracterização e controle de qualidade de emuls ões submicrométricas 
3.5.1 Diâmetro de gotícula 
Este parâmetro é dos mais importantes quando se trata de um sistema de 
administração intravenosa. Esta via se restringe a tamanhos de gotículas menores que 1 
µm, preferencialmente entre 100 e 500 nm (Floyd, 1999, Klang e Benita, 1998). 
Especificamente, emulsões parenterais submicrônicas ou nanodimensionadas 
apresentam diâmetro de partícula entre 50 e 1000 nm (Tadros 2004; Levy e Benita, 1992; 
Tamilvanan, 2009, USP, 2008). O cuidado referente a tamanho de gotícula é relacionado 
à possibilidade de embolia pulmonar.  
O monitoramento do tamanho das gotículas de um sistema disperso também 




deste parâmetro ao longo do tempo podem indicar fenômenos de agregação, como 
floculação e coalescência (Klang e Benita, 1998). 
Para a determinação desta característica na faixa submicrométrica, se dispõe 
basicamente de 2 métodos. O primeiro é baseado no princípio da zona sensora de 
passagem elétrica (Princípio de Coulter), e consiste em um sistema de detecção e 
processamento que realiza a contagem e a medição do tamanho de partícula, em 
conjunto com um sistema hidrodinâmico. Mede com precisão o volume de solução que 
passou por uma fenda calibrada, informando a concentração de partículas na dispersão 
analisada (Lieberman et al., 2005; Shekunov et al., 2007). 
O outro método é baseado no espalhamento de luz dinâmica (DLS), conhecido 
também por Espectroscopia de correlação de Fótons (PCS- Photon correlation 
spectroscopy) ou Espalhamento de Luz Quasi-elástico (Haskell, 1998). Consiste na 
passagem de feixe de laser através do líquido contendo partículas em movimento 
browniano. O espalhamento de luz resulta em flutuações na intensidade do feixe, a 
intensidade destas flutuações é dada pelo ângulo de espalhamento, e são usadas para 
inferir o tamanho de partícula ou o diâmetro hidrodinâmico das partículas suspensas 
(Shekunov et al, 2007; Merisko-Liversidge et al, 2003; Müller et al, 2001). 
Outro parâmetro que pode ser calculado com relação ao diâmetro de gotícula é 
o índice de polidispersidade. Através desta medida de variância relativa conclui-se sobre 
o desvio padrão de uma hipotética distribuição gaussiana das partículas do sistema 
(Malvern, 2008). 
3.5.2 Potencial zeta 
É a quantificação das forças eletrostáticas que regem um sistema emulsionado. 
É o potencial no plano de cisalhamento hidrodinâmico (Rossi e Leroux, 2007). 
O potencial total de interação entre duas gotículas é corresponde à diferença 
entre as forças atrativas de van der Waal’s e forças repulsivas eletrostáticas. Uma 
emulsão atinge um máximo de estabilidade quando o potencial zeta é maior em módulo 




Outro fator importante é relacionado à extensão de ionização pH dependente 
dos tensoativos baseados em fosfolipídios, sendo que estas constantes de ionização são 
intrinsicamente ligadas à composição fosfolípidica destes tensoativos (Klang e Benita, 
1998; Rossi e Leroux, 2007) 
A obtenção do potencial zeta numa nanoemulsão pode ser realizada através de 
técnicas eletroforéticas ou de equipamentos que aplicam um campo elétrico na dispersão 
coloidal. As partículas carregadas tenderão a migrar para o eletrodo de carga oposta com 
velocidade proporcional ao potencial (Benita e Levy, 1992, Klang e Benita, 1998). 
3.5.3 Avaliação físico-química do sistema nanoemulsionado 
Além dos testes já mencionados, existem outros parâmetros de avaliação da 
integridade do sistema. Entre eles, teor do fármaco e presença de produtos de 
degradação, pH, viscosidade, testes de esterilidade, pirogenicidade, eficiência de 

























CAPÍTULO II:     
VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA PARA DOSEAMENTO DE 
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Thalidomide is a glutamic acid derived racemic compund. Due to its low aqueous solubility and 
stability, there is no parenteral formulation commercially available up to now, which would be 
desirable in cases such as coma, swallowing problems, low absorption or sepsis. The purpose of the 
present work was to develop and validate an HPLC method in order to determine thalidomide 
content in intravenous nanoemulsions. The method was carried out on a chromatographic system 
using a RP-18 column with a mobile phase composed of acetonitrile: ammonium acetate buffer (pH 
5.5; 10 mM) (45:55, v/v), flow rate of 1mL/min and detection at 300 nm. The following parameters 
were evaluated: linearity, specificity, precision, accuracy, robustness and system suitability. The 
linearity in the range of 1.0-6.0 µg/mL presented a determination coefficient (r2) of 0.999, 
calculated by least squares regression; the R.S.D. values for intra-day and inter-day precision were 
<0.81 and <1.33%, respectively. The recovery of thalidomide from the sample matrices ranged 
from 99.6% to 100.9%. The LOD and LOQ were 0.057 and 0.172 µg/mL, respectively.  
 







Thalidomide (THD) [1H-Isoindole-1,3(2H)-dione, 2-(2,6-dioxo-3-piperidinyl)-,(±)-(±)-N-(2,6-
Dioxo-3-piperidyl)phthalimide; α-(N-Phthalimido)glutarimide; C13H10N2O4], is a glutamic acid 
derived racemic compound. The glutarimide moiety contains the single asymmetric center and 
exists in two optically active forms designated S-(-) or R-(+). Thalidomide consists of an equimolar 
amounts of enantiomers (+)-( R)-and (-)-( S)-thalidomide [1]. 
In 1998, thalidomide was approved by the U.S. Food an Drug Administration (FDA) for the 
management of acute cutaneous manifestations of ENL (erythema nodosum leprosum) or 
prevention of its recurrences (type II) and most recently was approved for the treatment of multiple 
myeloma. No parenteral formulation is commercially vailable, which would be desirable in cases 
such as coma, swallowing problems, low absorption or sepsis [2-5].  
Due to its poor solubility in aqueous medium, a nanoemulsion formulation is proposed as a 
parenteral delivery system for thalidomide. The emulsions were prepared by spontaneous 
emulsification, and according to this procedure, a fraction of the organic phase (ethanol and oil 
core) is injected into the aqueous phase under magnetic stirring. After, the mixture is subjected to 
the evaporation under reduced pressure until the final thalidomide concentration of 0.1 mg / ml 
(w/v) [6-7]. 
A literature survey reveals the absence of analyticl methods for thalidomide assay in colloidal 
systems. In fact, a small number of HPLC methods have been described for the quantitation of 
thalidomide in other delivery systems, like cyclodextrins and nanoparticles [4, 8-9]. Thus, the 
purpose of the present study was to develop and vali ate an HPLC method for thalidomide 
determination in nanoemulsion formulation. 
2. Experimental 
2.1. Chemicals and reagents 
Thalidomide reference standard (RS) (99%) and raw material (Microbiologica) were kindly gifted 
by Fundaçao Ezequiel Dias (Minas Gerais, Brazil). Utrapure water was obtained from a Milli-Q® 
Plus apparatus (Millipore, Billerica, USA). HPLC grade acetonitrile and methanol were purchased 
from CER Brasil (São Paulo, Brazil) and Tedia (Rio de Janeiro, Brazil), respectively. The 
excipients used in the preparation of the emulsions were: soybean lecithin (Lipoid S75®), kindly 




Aldrich (Seelze, Germany), and polysorbate 80, kindly donated by Croda (Campinas, Brazil). All 
other chemicals and reagents were of analytical or HPLC grade as appropriate. 
The formulation prepared was composed by castor oil, p lysorbate 80 and soybean lecithin. The 
final composition of the emulsion (%, w/v) was made up of oil 10, soybean lecithin 3, polysorbate 
80 4, glycerol 2.5, and distilled water up to 100. Formulations were prepared with and without 
thalidomide (0.1 mg/mL, w/v).  
2.2. Apparatus and chromatographic conditions 
Analyses were performed with an HPLC system Prominence which consisted of a DGU-20A5 
degasser, LC-20 AT pumps, a SIL-20 A autosampler, a SPD-20AV UV/Vis detector and a CBM-
20A communication bus module. Peak purity analysis was carried out using a SPD-M20A 
Photodiode Array Detector. The chromatographic data were analyzed using LC solution software, 
version 1.24 SP1 (Schimadzu, corporation). 
The separations were achieved on an analytical chromatographic column (Shimadzu® LC Shim-
pack CLC-ODS (M) 4,6 mm x 25 cm (250 x 4,6 mm d.i.)) at room temperature, under a isocratic 
flow rate of 1.0 mL/min. The UV detector was set at 300 nm. An injection volume of 20 µL was 
used in these analyses. Appropriate separation of thalidomide and internal standard Phenacetin was 
performed using a mixture of acetonitrile: ammonium acetate buffer (pH 5.5; 10 mM) (45:55, v/v) 
as mobile phase.  
2.3. Standard solutions 
All samples were prepared using a diluent solution c mposed of acetonitrile: ammonium acetate 
buffer (pH 5.5; 10 mM) (90:10, v/v). The stock solutions of thalidomide were prepared in 
volumetric flasks as described: ST1- 20.0 mg of thalidomide in 100 mL of diluent solution, 
resulting in a 0.200 mg/mL solution; ST2 - 5 mL of ST1 diluted in 50 ml of diluent solution, 
resulting in a 0.020 mg/mL solution. ST2 was afterward diluted and filtered (membrane Durapore 
Millex ® 0.45 µm) as needed to prepare six different standard solutions from 1 to 6 µg/mL of 
thalidomide. 
2.4. Sample preparation 
The formulations were assayed using the conditions de cribed previously. A 0.300 g of THD 




THD solution, which was filtered through a 0.45 mm membrane and injected into the HPLC 
system. 
2.5. Method validation 
The analytical method validation was made based on the ICH Harmonized Tripartite Guideline, 
Q2(R1) [10]. The method was validated for the parameters: specificity, linearity, limit of detection 
(LOD), limit of quantitation (LOQ), robustness, precision and accuracy. System suitability 
parameters were also calculated. 
The specificity was evaluated for the presence of interference or overlaps with the thalidomide 
response by analyzing solutions containing the excipients employed on the preparation of 
thalidomide nanoemulsion and degradation profile in acid or alkaline medium. In order to obtain 
these profiles, solutions of 20 µg/mL thalidomide wre prepared in volumetric flasks using 
hydrochloric acid or sodium hydroxide 1 M. Aliquots were withdrawn in predetermined times and 
neutralized appropriately to be injected in the HPLC (5 µg/mL thalidomide). 
The linearity was assessed by injecting six thalidomide standard solutions in the concentration 
range of 1-6 µg/mL, in three replicates each on three different days. A calibration curve was 
constructed and the proposed method was evaluated by linear regression. Characteristic parameters 
for regression equation (y = ax + b) were obtained by least-squares method.  
The detection and quantitation limits were calculated based on the standard deviation of the 
response and the slope, using the calibration curve data.  
The intra-day precision (repeatability) was evaluated by assaying six nanoemulsion samples at a 
thalidomide concentration of 3.0 µg/mL, during the same day and under the same experimental 
conditions. Inter-day precision was evaluated by assaying these samples on 3 different days. The % 
R.S.D was calculated.  
Accuracy study was determined by comparing the theoretical concentrations of thalidomide RS 
added to blank nanoemulsions (placebo) to those obtained with the chromatographic analysis. 
Replicates of known amounts of thalidomide, at 3 different levels (lower, medium and upper 
concentration) corresponding to 2.0 µg/mL, 3.0 µg/mL and 4.0 µg/mL, were spiked in the 0.3 g of 
placebo. Samples were then diluted, filtered and analyzed.  
The stability of analytical solutions was also determined. Standard analytical solutions were 
analyzed immediately after their preparation as well as 7 days later. The solutions were kept at 




The robustness was evaluated according to the Plackett-Burman experimental design to seven 
factors (pH, acetonitrile content, wavelength and four dummies), leading to a total of eight 
experiments (Table 1). The parameter evaluated in this experimental design was the thalidomide 
content in the tested samples and statistical analysis was performed by t-student test [11-13]. For 
each experiment, 20 µl of thalidomide standard solution and formulation, with a theoretical 
concentration of 5 µg/mL, were injected separately. 
System suitability was verified during validation by analyzing theoretical plates, retention factor, 
asymmetry, resolution and system repeatability (by analyzing the area of thalidomide peak, RSD of 
six injections thalidomide (5 µg/ml), demonstrating the injection repeatability) [14-15]. 
Table 1 
Plackett-Burman experimental design and results relativ  to the percentage of Thalidomide to check the 
robustness of the analytical method by HPLC 
Experiment pH Dummy Dummy ACN (%) Dummy Detector (λ) Dummy Thalidomide (%) 
1 5,7 + + 44 + 299 - 98.61 
2 5,3 + + 46 - 301 - 97.37 
3 5,3 - + 46 + 299 + 99.45 
4 5,7 - - 46 + 301 - 97.37 
5 5,3 + - 44 + 301 + 98.36 
6 5,7 - + 44 - 301 + 102.99 
7 5,7 + - 46 - 299 + 99.66 
8 5,3 - - 44 - 299 - 100.01 
 
3. Results and discussion 
A reversed phase HPLC method was proposed as a suitable method for quantitative determination 
of thalidomide in nanoemulsions. The chromatographic conditions were adjusted in order to obtain 
efficient routine analysis. In the PDA, no peak impurity was detected in the proposed wavelength 
(300 nm), and the peak purity index was 1.0000. 
The method previously described in the United States Pharmacopeia (2006) 
(Water:Acetonitrile:Phosphoric acid, 85:15:0.1) was not suitable to perform the correct 
chromatographic separation. The matrix complexity and the hydrophobicity of the internal phase of 
the formulations required a new method for analysis of thalidomide. Therefore, a method with 
higher proportion of organic phase and with a buffer system to maintain the stability of baseline and 
retention time was shown necessary (acetonitrile: ammonium acetate buffer (pH 5.5; 10 mM) 




The chromatograms in the Fig. 1 show that there is no interference from the tested excipients, which 
are also not detected by UV. Fig. 2 represents the tability of thalidomide in the acid medium (1M), 
and as one can see, the degradation is irrelevant. On the other hand, Fig. 3 demonstrated a very fast 
degradation of thalidomide in the alkaline medium. The figures show no interference peaks in the 
retention time of thalidomide. Under these conditions, thalidomide eluted at 4.43 and phenacetin at 
5.05 (internal standard).  
The method demonstrated to be linear in the 1.0–6.0 µg/mL range and the calibration equation y = 
10.7057x + 0.2174 showed excellent correlation coeffici nt (r2 = 0.9998), highly significant for the 
method (n=18; p<0.05). The confidence intervals for the intercept included zero (-0.05715; + 
0.491918). Therefore, the result confirms the absence of constant systematic error. Moreover, the 
analysis of residuals (data not shown) revealed no specific pattern, indicating a normal distribution.  
 
Fig. 1. Chromatograms with base shifted samples (organized from top to bottom) at 300 nm: Castor oil, Soy 
Lecithin, Glycerol, Polissorbate 80, Blank Nanoemulsion, THD Nanoemulsion, Phtalic Acid, Phenacetin and
Thalidomide 
 
The detection and quantitation limits calculated with the ICH equations considering the standard 





Fig. 2. Degradation profile of thalidomide in acid medium 
 
The precision of the method was assessed considering repeatability (intra-day analysis) and 
intermediate precision (inter-day analysis). Experim ntal values and relative standard deviation 
(RSD) of three-day analysis, for the quantitative determination of thalidomide in the nanoemulsion, 
was 97.45 %, 99.38 % and 99.97 % and 0.43 %, 0.59 % and 0.81 %, respectively. The RSD for 
interday results was 1.33 %.  
Table 2 shows average percentages of recovery in the range of 99.6% to 100.9%, demonstrating the 
accuracy of the proposed method.  
 
Fig. 3. Chromatograms of the degradation profile of thalidomide in alkaline medium: (organized from top  





In order to demonstrate the stability of the standard analytical solutions used for assay, the samples 
used were maintained at room temperature for one week. The 1.0-6.0 µg/ml concentration range 
showed a loss not greater than 2% and RSD less than 1%. 
Table 2 
Recovery of thalidomide standard solution added to blank emulsion samples  
































n = 9 (three independent experiments for each one of the three spiking levels). 
The factors and the results of the experiments of the Plackett-Burman experimental design are 
demonstrated in Table 1. Regarding the effect and t calculated for the factors, for pH were 0.86 and 
0.52, for acetonitrile content -1.53 and -0.92 and for the detector (wavelength) 0.11 and 0.07, 
respectively. The factors had no significant effect, (t (0,05; 7); tabled bicaudal of 2,36), the method 
of quantification of thalidomide in nanoemulsion can be considered robust. The experimental error 
obtained from dummies factors was 1.66, close to the RSD% of precision.  
The system suitability was obtained from the LC soluti n software, version 1.24 SP1 (Schimadzu, 
corporation). The results are presented in the Table 3. The performance parameters show the 
method is adequate to separated thalidomide. All values are below of the specified limits [10, 15]. 
Table 3 
System suitability  
Parameters Results 
Theoretical plates 4628 
Retention factor 1.020 
Asymmetry 1.118 









The proposed method can be used for quantitative determination of thalidomide in nanoemulsions, 
which comprise a complex mixture of components with lipid nature. The method was found to be 
simple, precise, accurate, robust and sensitive.  
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A B S T R A C T 
Thalidomide is a glutamic acid derived racemic compund. Thalidomide is approved for the 
management of the acute cutaneous manifestations of erythema nodosum leprosum or prevention of 
recurrences (type II), for the treatment of aphthous ulcers, multiple myeloma and chronic 
degenerative diseases (like graft-versus-host disease and Lupus). Although some of these conditions 
may require intravenous administration, thalidomide is difficult to formulate for parenteral delivery 
due to its low aqueous solubility and low stability. In this context, nanoemulsions seem to be 
interesting dosage forms to achieve this purpose. This study reports the development of 
nanoemulsions intended for intravenous administration of thalidomide. The formulations were 
prepared by spontaneous emulsification method and optimized with respect to thalidomide and 
hydrophilic emulsifier (polysorbate 80) content. The formulations were evaluated concerning 
droplet size, zeta potential and drug assay. The formulation containing 0.01 % Thalidomide and 0.5 
% polysorbate kept its properties in a satisfactory range over the evaluated period (60 days), i.e. 
droplet size around 200 nm, drug content around 95%and zeta potential around −30mV. The 
transmission electron microscopy revealed emulsion dr plets almost spherical in shape confirming 
the results obtained by photon correlation spectrosopy. The in vitro dissolution profile assessed by 
bulk-equilibrium reverse dialysis sac technique demonstrated a release kinetics square root time 
dependent, similar to that of a THD acetonitrile soluti n, with around 95 % THD being dissolved 
within 4 hours. A pharmacokinetic simulation of an intravenous infusion of 250 mL of 
nanoemulsion suggests that the parenteral administration of a dose as low as 25 mg may lead to 
therapeutic plasma concentrations of thalidomide.  









Thalidomide (THD) is a glutamic acid derivative whic  was used during 1960s as a nonbarbiturate 
sedative agent. It was withdrawn due to toxic effects such as a teratogenicity and neuropathy. 
Currently, the FDA approved its use for the management of the acute cutaneous manifestations of 
erythema nodosum leprosum or prevention of recurrences (type II) and multiple myeloma (Eriksson 
et al., 2001; Teo et al., 2004; Zeldis et al., 1998). During the last years, THD has been found to 
exhibit pharmacologic effects which suggest its use for the treatment of aphthous ulcers, sepsis, 
Behcet’s disease and chronic degenerative diseases (like graft-versus-host disease (GVHD) and 
Lupus). Intravenous administration could be an alternative way to make THD available to patients 
with impaired gastrointestinal function like ulcerations in the upper tract (HIV patients), poor 
intestinal absorption (GVHD) and coma. However, dueto its low aqueous solubility and low 
stability, no parenteral formulation is available for these patients (Schmidt et al., 1996; Jacobson et 
al., 1999; Eriksson et al., 2001; Teo et al., 2004; Vogelsang and Higman, 2004).  
Some pharmaceutical strategies have been described to enhance stability and solubility of THD, 
such as its complexation with hydroxypropyl-β-cyclodextrin (Krenn et al., 1992), the attempt to use 
the pure enantiomeric forms (Eriksson et al., 2000) as well as its association to polymeric carriers 
(Chen et al., 2008). 
Submicron emulsions, known as nanoemulsions, have been used for years for parenteral nutrition 
and drug delivery due to their biocompatibility, relative stability, ability to solubilize high quantities 
of hydrophobic compounds, ability to reduce the toxicity of cytotoxic drugs and ability to protect 
drugs from hydrolysis and enzymatic degradation in physiologic conditions (Benita and Levy, 




In this context, nanoemulsions seem to be an interesting dosage form for intravenous administration 
of THD. Therefore, the aim of this study was to investigate the feasibility of producing 
nanoemulsions for thalidomide parenteral delivery.  
2. Materials and methods 
2.1 Materials and reagents 
Thalidomide reference standard (RS) (99%) and raw mterial (Microbiologica) were generously 
gifted by Fundaçao Ezequiel Dias (Minas Gerais, Brazil). Ultrapure water was obtained from a 
Milli-Q ® Plus apparatus (Millipore, Billerica, USA). Acetonitrile and methanol HPLC grade were 
purchased from CER Brasil (São Paulo, Brazil) and Te ia (Rio de Janeiro, Brazil), respectively. 
Olive oil, soybean oil and soybean lecithin (Lipoid S75®) were kindly gifted by Lipoid GmbH 
(Ludwigshafen, Germany); purified castor oil was purchased from Sigma Aldrich (Seelze, 
Germany), polysorbate 80 was kindly donated by Croda (Campinas, Brazil) and glycerol was 
purchased from Nuclear (São Paulo, Brazil). All other chemicals and reagents were of analytical or 
HPLC grade. 
2.2 High-performance liquid chromatographic analysis 
Analysis were performed in an HPLC system Prominence, which consisted of a DGU-20A5 
degasser, LC-20 AT pumps, a SIL-20 A autosampler, a SPD-20AV UV/Vis detector (set at 300 
nm), a CBM-20A communication bus module and a LC solution software, version 1.24 SP1 
(Schimadzu, corporation). The method employed a Shimadzu® LC Shim-pack CLC-ODS (M) 4.6 
mm x 25 cm (250 x 4.6 mm d.i.)) column, injection volume of 20 µL, and mobile phase composed 
of acetonitrile:ammonium acetate buffer (pH 5.5; 10 mM)(45:55, v/v) under an isocratic flow of 1.0 
mL/min. This method was previously validated according to ICH Guidelines (ICH, 2005) and 
proved specific, linear (r2 > 0.9998), precise (R.S.D < 1.33 %), accurate (recov ry from 99.8 to 




2.3 Determination of THD solubility in different oils 
For determination of THD solubility in different oils, excess amounts of THD were added to castor 
oil; medium chain triglycerides (MCT); oliva oil; soybean oil; and the mixture castor oil:MCT (1:1) 
in sealed vials (in triplicate). The vials were kept under constant magnetic stirring at room 
temperature during 24 hours. The sample was centrifuged at 15000 rpm for 120 min at 20 °C, an 
aliquot of the supernatant was diluted with a diluent solution composed of acetonitrile and 
ammonium acetate buffer (pH 5.5; 10 mM) (90:10, v/v) and THD content was assayed by HPLC.  
2.4 THD nanoemulsions preparation  
The nanoemulsions were prepared by spontaneous emulification (Yu et al., 1993; Bouchemal et 
al., 2004). Briefly, the organic phase consisting of absolute ethanol, oil (castor oil, 10.0 %, w/w), 
lipophilic emulsifier (soybean lecithin, 3.0 %, w/w) and THD previously homogenized, were 
injected into the aqueous phase consisting of water, osmotic agent (glycerol, 2.25 %, w/w) and a 
hydrophilic emulsifier (if required, polysorbate 80), under magnetic stirring. The magnetic stirring 
was maintained during 30 minutes to allow the system to reach equilibrium. The solvent proportion 
was 50/100, ethanol/water. Ethanol and excess water ere removed by evaporation under reduced 
pressure until a volume of 10 mL was reached. The pH was adjusted to 5.0 – 5.5 with HCl 0.01 M. 
A first set of formulations was prepared with different concentrations of thalidomide (0.01, 0.015, 
0.02 and 0.05%, w/w) and named THD 0.01;  
THD 0.015; THD 0.02, and THD 0.05 accordingly. Afterwards, another set of formulations was 
optimized with respect to the polysorbate 80 content (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 %, w/w) and named THD 
0.01P0.5; THD 0.01P1.0; THD 0.01P2.0, and THD 0.01P4.0. Blank formulations were also 







Final composition of nanoemulsions  
% (w/w) 







THD 0.01 0.01 10 3.0 - 100 
THD 0.015 0.015 10 3.0 - 100 
THD 0.02 0.02 10 3.0 - 100 
THD 0.05 0.05 10 3.0 - 100 
THD 0.01P0.5 0.01 10 3.0 0.5 100 
THD 0.01P1.0 0.01 10 3.0 1.0 100 
THD 0.01P2.0 0.01 10 3.0 2.0 100 
THD 0.01P4.0 0.01 10 3.0 4.0 100 
THD: Thalidomide; THD 0.01PX: Thalidomide 0.01% and X % of polysorbate. 
 
2.5 Characterization THD nanoemulsions 
The formulations were stored at 4 °C and monitored with respect to physical appearance d 
formation of THD crystals, particle size, zeta potential as well as drug content. The selected 
formulation was evaluated regarding these parameters plus viscosity, morphology and in vitro 
dissolution. 
2.5.1 Particle size analysis 
The mean particle size and polydispersity index were measured at 25 °C by photon correlation 
spectroscopy (PCS) using a Malvern Nanosizer/Zetasizer® nano-ZS ZEN 3600 (Malvern 
Instruments, USA). Each 20 µl sample was diluted in 10 mL of ultrapure water. The analyses were 




2.5.2 Zeta potential measurement 
The zeta potential was measured by electrophoretic mobility using Malvern Nanosizer/Zetasizer® 
nano-ZS ZEN 3600 (Malvern Instruments, USA). All analyses were done in triplicate and each 20 
µl sample was diluted in 10 mL of an ultra-filtered (0.22 µm) solution of NaCl (1mM). 
2.5.3 THD assay 
The THD content of the emulsions was assayed by the HPLC method as previously described. A 
fixed amount of the emulsion (0.500 g) was diluted in a diluent solution composed of 
acetonitrile:ammonium acetate buffer (pH 5.5; 10 mM) (90:10, v/v) and 20 µl from the resulting 
solution was injected into the HPLC.  
2.5.4 Transmission Electronic Microscopy 
One drop of THD nanoemulsion was placed on a carbon-coated copper grid (200 mesh) overlaid 
with 1 % formwar in chloroform, stained by 2.0 % uranyl acetate aqueous solution and examined by 
transmission electronic microscopy using a JEM-1200 EXII instrument (JEOL, Tokio, Japan). 
2.5.5 Viscosity 
The rheological measurements were carried out in a AVS 350 viscometer (Schott-Geräte, Hofheim, 
Germany) equipped with a capillary tube Ic (viscosimeter constant, k= 0.035). Seven milliliters of 
the emulsion (adjusted to 25 ± 0.1 ºC) were poured into the filling tube and transferred to the 
capilary tube by gentle suction. The time was recorded, in seconds, for the liquid to flow from the 
upper to the lower mark in the capillary tube. The analyses were done in triplicate. 
2.6 In vitro dissolutions studies 
THD in vitro dissolution from the selected formulation was assessed by the bulk-equilibrium 
reverse dialysis sac technique (Benita and Levy, 1993; Chidambaram and Burgess, 1999; Klang and 
Benita, 1998). For comparison purposes, an acetonitrile solution of THD in the same concentration 




The device consists of glass dissolution vessels inside an acrylic box water bath with temperature 
and magnetic stirrer controller. The stirring was performed with teflon coated magnetic stir bars.  
The method consists of adding 10 ml of the thalidomide nanoemulsion directly placed into the 
vessel containing 400 ml of ammonium acetate buffer 0.1 mM. Dialysis bags (Spectrum, 2009) 
containing 5 mL of buffer solution (n=3) were sealed at both ends with medicell clips (Spectrum, 
2009) and placed at the bottom of the dissolution vessels. The dialysis bags were kept immersed in 
the same buffer for 24 hours. The study was carried out at 37 ± 0.5ºC using the dissolution device 
mentioned above under an agitation speed of 200 rpm. At predetermined time intervals (30, 40, 60, 
120, 180 and 240 minutes), 0.5 mL of the solution inside of the dialysis bag and 0.5 mL of the 
surrounding medium were collected and assayed by HPLC as already described.  
The release kinetics of THD from the nanoemulsion was evaluated by zero order (Qt =Q0 + k0t), 
first order (ln Qt = ln Q0 + K1t) and Higuchi (Qt = kH t
1/2) equations considering the points of percent 
dissolved up to 180 minutes, since those precede the beginning of the profile plateau. 
2.7 Simulation of the in vivo profile of the optimized THD nanoemulsion 
To study the applicability of the THD0.01P0.5 formulation, its intravenous administration was 
simulated (Scientist version 3.0) using the open model f one compartment considering the 
administration of 25 mg (250 mL of formulation) given as continuous infusion during 2 hours, a 
first order elimination (ke = 0.143 h
-1) and a volume of distribution (Vd) of 20 L (Teo et al., 2004). 
The infusion rate is in accordance with the recommendations for commercial lipid emulsions with 
10 % of oil phase (Liposyn II, 2010). For comparison purposes, the simulation of oral doses of 25 
mg and 200 mg were also fitted using the modified equation of compartimental analysis presented 
by Teo and co-workers (2004) (Eq. 2), considering the following parameters: faster rate constant 
(kfast) of 0.23 h
-1 for both 25 mg and 200 mg. Slower rate constant (kslow) of 0.639 h
-1 for a dose of 
25 mg and of 0.077 h-1 for a dose of 200 mg. A ke of 0.143 h




2.8 Statistical Analysis 
A statistical analysis of the differences between various treatments was performed using analysis of 
variance (ANOVA). A paired Student´s t-test was also used once required. A 0.05 level of 
probability was taken as the level of significance.  
3. Results and discussion 
3.1 Determination of THD solubility in oils 
The choice of the oil core is an important step on preformulation studies. The oil solubility of THD 
in the selected oils is presented in fig. 1. Castor oil presented the best results, performing a 
solubilization of approximately 0.250 mg of Thalidomide per g of oil. The mixture of Castor 
Oil/MCT (50:50), which is reported to produce a decrease in the castor oil viscosity and interfacial 
tension of the oil phase (Jumaa and Müller, 1998; Jumaa and Müller 1999) was the second best 
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3.2 Preparation of THD nanoemulsions 
After settling the oil core (castor oil, 10 % w/w), formulation studies were performed to define the 
other excipients. Lecithins are usually the best candidates as emulsifiers due to their current use in 
commercial lipid emulsions. Based on preliminary manuf cturing trials and according to previous 
literature (Shi et al., 2009; Jang et al., 2009), soybean lecithin was chosen and employed at a 
permitted concentration of 3.0 % (w/w) (FDA, 2008). It produced milky, fluid and apparently stable 
formulations at first. Glycerol (2.5 %, w/w) was also added as osmotic agent. Then, four 
formulations were prepared in triplicate in view to optimize THD content (0.01%, 0.015%, 0.02% 
and 0.05%) (Table 1) 
 
Fig. 2. (A) mean droplet size (± S.D.), (B) polydispersity index (± S.D.) and (C) zeta potential of 
formulations containing increasing amounts of THD (0.01, 0.015, 0.02 and 0.05 %) (*significantly 





For parenteral emulsions, the droplet size and polydispersity index (PI) are important 
physicochemical parameters. Large particle sizes ar clinically unacceptable due to emboli 
formation (Benita and Levy, 1993; Floyd, 1999). As can be observed in fig. 2A, photon correlation 
spectroscopy showed that at after seven days of preparation, the average size of the emulsions was 
in the range of 112 to 196 nm, which is a satisfactory range and classifies the formulations as 
indeed nanoemulsions (Benita and Lewi, 1993; Floyd, 1999; Tamilvanan, 2009). Fig. 2B also 
shows that after preparation, the formulations presented polydispersity indexes around 0.250. 
Polydispersity index (PI) characterizes the disperse systems with respect to the deviation from the 
average size, and values up to 0.250 are acceptable for parenteral emulsions (Müller et al., 2004).  
The zeta potential is a stability indicative parameter in colloidal systems like submicron emulsions 
(Benita e Levy, 1993; Tamilvanan and Benita, 2004; Tamilvanan, 2009). An emulsion reaches the 
maximum stability when the zeta potential is greater than 30 mV (in module) (Buznello et al., 2000; 
Wang et al., 2006). As can be observed in Fig. 2C, soybean lecithin with its negatively charged 
phospholipids was able to produce a satisfactory negative surface potential for all formulations. 
Blank emulsions particle size and potential zeta were also evaluated (data not shown). The results 
showed no significant differences when compared to the THD emulsions.  
All formulations kept its milky aspect with no sign of creaming or flocculation upon storage (4 °C). 
Nevertheless, at day 7, a crystallization process wa  capable of being seen in the 0.05 % THD 
formulation. The THD content of the nanoemulsions is hown in fig. 3. The formulations were 
monitored until the observation of statistically significant differences. Even though the values of 
droplet size, polydispersity index (PI) and zeta potential remained quite similar (data not shown), 
the higher content formulations (> 0.02 %, w/w) presented a large decrease of THD concentration 
after 7 days of preparation. At day 45, a significant decrease of THD content was observed in all but 




statistically significant decrease in its content as compared with the first day, although no crystal 






























THD 0.01 THD 0.015 THD 0.02 THD 0.05
 
Fig. 3. Thalidomide content after 1, 7, 45 and 60 days of storage (*significantly different (ANOVA, 
(Tukey test, p < 0.05)). 
3.3 Optimization of THD nanoemulsions with respect to the co-emulsifier content 
Considering THD low solubility in the oil phase, the drug might be located at the oil-water 
interface. In this context, the use of a hydrophilic co-emulsifier was tested in view to create a more 
stabilized interface and improve the stability of the 0.01 % formulation. Increasing amounts of 
polysorbate 80 were added (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 %, w/w) (Table 1) at permitted concentrations for 
intravenous administration. As can be observed in Fig. 4, the results of droplet size and 
polydispersity index are within the specification for parenteral emulsions, that is, around 154 nm 
and 0.240 (P.I.), respectively. No significant change was observed for these parameters during 60 
days of storage. No significant difference in zeta potential was observed during storage of the 








































Day 7 Day 60 Day 7 Day 60
 
Fig. 4. Results for mean droplet size (± S.D.) and polydispersity index values (± S.D.) of 
formulations containing increasing amounts of polysrbate after 7 days (blank columns and 
squares) and 60 days (grey columns and diamond) of preparation (*significantly different (Paired 
Samples (t-test, p < 0.05)).  
 
With respect to the drug content, as can be observed in Fig. 6, at a 0.5 % (w/w) level, polysorbate 
80 increased the stability of the 0.01 % THD nanoemulsion. On the other hand, a significant 
decrease of THD content was observed after 45 days as polysorbate 80 was employed in larger 






















Day 7 Day 60
 
Fig. 5. Zeta potential results of compositions containing increasing amounts of polysorbate. White 
columns: measures (± S.D.) after 7 days. Gray columns: easures (± S.D.) after 60 days 





The presence of polysorbate 80 at higher concentrations (1.0, 2.0 and 4.0 %, w/v) decreased THD 
content over time and a hypothesis for this phenomenon is the reorganization of the system and 
possible formation of micelles in aqueous medium which may promote drug transfer from interface 
to aqueous phase. Crystal formation would be a result of drug saturation, nucleation and finally 
drug crystallization (Weiss, 2000; Han et al., 2004; Meldrum and Colfen, 2008, Giffard et al., 























THD 0.01P0.5 THD 0.01P1.0 THD 0.01P2.0 THD 0.01P4.0
 
Fig. 6. Thalidomide content after 45 days of storage (*significantly different (ANOVA, (Tukey test, 
p < 0.05)). 
 
Thus, the formulation containing 0.01 % THD and 0.5 % polysorbate 80 (THD0.01P0.5) was 
selected for further characterization. This formulation presented a viscosity of 2.9 mPa.s, a value 
acceptable for parenteral administration, i.e, below the 3.9 mPa.s (Nielloud et al., 1996), and its 
morphology is illustrated at fig 7. The image confirms the results obtained by photon correlation 





Fig. 7. Transmission electron photomicrograph of the THD nanoemulsion with polysorbate 0.5%: 
A, 300Kx, and B, 500Kx; Blank nanoemulsion with polyssorbate 0.5%: C, 300Kx, and D, 300Kx. 
 
3.4 THD release from optimized nanoemulsion 
Preliminary tests were conducted in order to determine the best test conditions. The conventional 
sac dialysis method was not possible to execute since less than 30 % of THD dissolved after 24 
hours at 37 ° C. In fact, the conventional dialysis technique may lead to a violation of sink 
conditions, since the membrane surface area available for transport from the donor to the receiver 
phase is limited as compared with the surface area vailable for transport from the dispersed phase 
droplets to the continuous phase (Chidambaram and Burgess, 1999). Ammonium acetate 1mM pH 
5.5 was chosen as release medium (Schumacher et al, 1965; Yang et al., 2005) and no significant 
loss of THD was observed during the experiments. The dissolution profiles of THD 0.01P0.5 and 




compatible with the membrane material (Spectrum, 2009), and was selected to prepare the control 
formulation.  
As one can observe, the dissolution profiles were almost superimposable (Fig. 8), with more than 
80 % of THD being dissolved after 2 hours. Therefor, the dissolution of THD from the 
nanoemulsion is supposed to correspond to that of a THD solution, as expected for an intravenous 
emulsion. Nevertheless, it is worth mentioning that even though the presence of the samples in the 
outer vessel promotes an infinite dilution, the dialysis membrane accomplishes a physical 
separation of the THD solution or THD nanoemulsion t  the analyzed medium. That may explain 
why both release kinetics were found to fit to the Higuchi model (R2 > 0.99), which corroborates a 



























Optimized Formulation Thalidomide dissolved
 
Fig. 8. In vitro dissolution profiles of optimized nanoemulsion (dotted lines) and THD dissolved in 





3.5 Simulation of the pharmacokinetic profile of the optimized formulation.  
 
Fig. 9. Linear simulated profile of THD. From top to bottom: dotted line: oral dose of 200 mg; thick 
line: 2-h i.v. infusion of 25 mg, and thin line: oral dose of 25 mg. The following parameters were 
used in the simulations: 25 mg i.v. (ke = 0.143 h
-1; Vd = 20 L), 25 mg oral [kfast = 0.23 h
-1; kslow = 
0.639 h-1 (fast absorption); Vd = 20 L], 200 mg oral [kfast = 0.23 h
-1; kslow = 0.077 h
-1 (slow 
absorption); Vd = 20 L] 
 
The Figure 9 presents the linear simulated profile f THD (dose of 25 mg) after 2-hour I.V. infusion 
of the THD 0.01 % formulation. As can be observed, a maximum plasma concentration (Cmax) of 
1.358 mg/L was predicted at a dosage of 25 mg (corresponding to 250 mL of the 0.01 % THD 
nanoemulsion). This value approaches that of a traditional oral administration of 200 mg THD 
(Cmax = 1.9285 mg/L), whose profile has been formerly simulated by Teo and co-workers (2004) as 
well. These findings corroborates that effective i.. doses can be lower than the oral doses. THD is 
known for presenting a flip-flop phenomenon for high oral doses, that is, the elimination rate is 
faster than the absorption rate, and in this case, the faster rate constant represents the elimination 
phase. This situation was taken into consideration in the simulations, as proposed by Teo and co-




of 25 mg was effective for the treatment of myeloma in elderly patients with a negligible risk of 
neuropathy. It is worth noting that the oral dose of 25 mg is 8 times lower than that of 200 mg, but 
leads to a Cmax (0.6917 mg/L) that is only 2.8 times lower. Estimated Cmax and AUC for the i.v. 
profile are twice higher than that of the same oraldose (25 mg). The calculated AUC of the oral 25 
mg, i.v. 25 mg and oral 200 mg were 5.5 mg/L/h, 10.927 mg/L/h and 38.5 mg/L/h, respectively. 
Taken together, the simulated pharmacokinetics profiles may suggest that even if THD loading to 
the nanoemulsions is quite limited (0.01 %), such drug content might allow the administration of a 
feasible volume of parenteral emulsion leading to therapeutic plasma concentrations. The THD 
nanoemulsion formulation could even be more advantageous for the treatment of medical 
conditions where the intestinal absorption is impaired, as in GVHD.  
4. Conclusions 
In this study, the formulation of THD in intravenous nanoemulsions was shown difficult because of 
the drug poor solubility in oils. Based on solubility studies, castor oil was selected as oil core. 
Formulations prepared with castor oil (10 %, w/w) lecithin (3.0 %, w/w) and increasing amounts of 
THD (from 0.01 to 0.05 %) presented droplet size, polydispersity index and zeta potential feasible 
to i.v. administration. Nevertheless, drug crystalliz tion was observed for the higher content 
formulation and a significant decrease of THD content was observed for the 0.01 % THD 
formulation at 60 days of storage. The addition of p lysorbate 80 improved the stability of this 
formulation only at a 0.5 % (w/w) level. Higher polysorbate 80 concentrations led to a significant 
decrease on drug loading, possibly by facilitating drug interaction with the aqueous phase. The 
dissolution profile of the optimized formulation was similar to that of a THD solution and revealed 
kinetics compatible to the higuchi model. Moreover, the pharmacokinetic simulation of the 
intravenous infusion of 250 mL of the selected formulation (0.01 % THD) has showed that the 
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A B S T R A C T 
A previous study aimed to develop a parenteral nanoemulsion for thalidomide delivery. However, a 
thalidomide content decrease and a crystalline sedim ntation were observed. This note aims to 
characterize these crystals and evaluate whether the kind of polymorph employed could influence 
nanoemulsion formulation. Regardless of the polymorph employed (β- or α-), drug crystallization 
occurs in the α-form. THD solubility in oils was not influenced by the polymorphic form. 














Thalidomide (THD) is a racemic compound derived from glutamic acid which presents two 
different polymorphic forms named α- and β-thalidomide (Reepmeyer et al, 1994). A previous 
work of our research group intended to develop a parenteral nanoemulsion for THD delivery 
(Araújo et al., Submitted for publication a). A THD content decrease was detected by HPLC assay 
and crystalline sediment was verified. These crystals presented a different crystal habit compared to 
that of the raw material used. In this context, the main goal of this work was to characterize these 
crystals, comparing those with the bulk drug and evaluate whether THD polymorphism could 
influence the nanoemulsion formulation. 
THD was kindly donated by Fundação Ezequiel Dias (Brazil) and incorporated into the 
nanoemulsion by spontaneous emulsification method (Yu et al., 1993). The formulations were made 
of (%, w/w): THD β-polymorph (0.05), castor oil (10), soybean lecithin (3.0), glycerol (2.5) and 
water (q.s.p 100) (Araujo et al., Submitted for publication a). THD drug crystals were collected at 
the bottom of the packing after 45 days of storage by filtration in PVDF 0.4 µm pore size 
membranes and characterized by optical microscopy, differential scanning calorimetry (DSC), 
fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction (XRD). 
Optical microscope images (Light microscopy Zeiss Primo/Star Canon A650IS Digital Camera) 
(Figure 1) revealed crystals with a crystal habit different from that of the raw material (β-
polymorph). THD crystals presented a tabular prismatic form with a well-defined surface (Fig. 1C), 






Fig. 1. Photomicrographs of THD crystals in 400x magnification: A, bulk α-polymorph; B, bulk β-
polymorph; C, nanoemulsion crystals 
 
Approximately 1.0 mg samples of THD were weighed anplaced in a sample aluminum pan, sealed 
and analyzed by DSC (Shimadzu DSC 60) under nitrogen atmosphere (constant flow of 50 mL min-
1), with speed of 10°C.min-1 and temperature range from 260°C to 285°C. DSC thermograms from 
the two THD polymorphs and nanoemulsion crystals are shown in Figure 2. All samples presented 
only one endothermic event placed at 275 ± 1 °C. This behavior has already been described (Lara-
Ochoa et al., 2007 and Carini et al., 2009) and can be possibly explained by the enantiotropy of both 
polymorphs. Although this method was insensitive to distinguish the polymorphs, it may discard the 


















The infrared spectra were recorded in a FT-IR spectrophotometer Spectrum BX, Perkim-Elmer 
(Massachusetts, USA), over a range of 3800–500cm−1. Both polymorphs have different FT-IR 
spectra, presenting characteristic absorption bands. The α-polymorphic form presents stretching 
features around 3200cm-1 (NH), 3100cm-1(NH) and 860cm-1(CH), while β-polymorph presents 
bands in 3250cm-1(NH) and 750cm-1(CH) (Allen and Trotter, 1970; Reepmeyer et al., 1994; Lara-
Ochoa et al., 2007; Carini et al., 2009). The crystals collected from nanoemulsion presented 
characteristic bands from α-polymorph. THD crystallization as α-polymorph was characterized 
mainly by 3200 and 3100cm-1 bands (Figure 3).  
 
Fig. 3. FTIR spectra of thalidomide β-polymorph, α-polymorph and nanoemulsion crystals 
 
The XRD experiments were carried out on a Siemens D5000 diffractometer (Siemens, Berlin, 
Germany) with CuKα radiation (λ= 1.5406 Å) at room temperature in a Bragg–Brentano θ −2θ 
geometry, at 40 kV and 20mA with a scan range betwen 8° and 40° and constant step, step 
size/time of 0.02°2θ/s. Diffractograms from all samples are shown in Figure 4. Both angles and 
interplanar distances obtained from the crystals and reference polymorphs (α and β) are disclosed in 




polymorphic pattern which confirms hypothesis of crystal growth as a different polymorph from 
that used for nanoemulsion preparation (β-THD).  
Table 1 
Comparison of 2θ (°) values and interplanar distances (d) (Ǻ  of α-, β-polymorph, and crystal from 
nanoemulsion, calculated from characteristic peaks: 
Experimental Results Reepmeyer et al., 1994 Carini et al., 2008 
α-polymorph β-polymorph Nanoemul-
sion crystals 
α-polymorph β-polymorph α-polymorph β-polymorph 
2θ (°) D (Ǻ) 2θ (°) d (Ǻ) 2θ (°) d (Ǻ) 2θ (°) d (Ǻ) 2θ (°) d (Ǻ) 2θ (°) d (Ǻ) 2θ (°) d (Ǻ) 
11.44 7.73 11.84 7.47 11.38 7.77 11.33 7.81 11.78 7.51 11.33 7.81 11.89 7.44 
14.42 6.14 12.98 6.82 14.40 6.15 14.32 6.18 12.96 6.83 14.34 6.17 13.00 6.81 
19.28 4.60 13.80 6.41 19.24 4.61 19.20 4.62 13.75 6.44 19.23 4.61 13.80 6.41 
22.92 3.88 17.14 5.17 22.86 3.89 22.77 3.90 17.06 5.19 22.90 3.88 17.13 5.17 
26.18 3.40 19.30 4.60 26.20 3.40 26.12 3.41 19.26 4.61 26.11 3.41 19.32 4.59 
30.38 2.94 24.10 3.69 30.38 2.94 30.36 2.94 24.06 3.70 30.37 2.94 24.17 3.68 
  28.12 3.17     25.73 3.46   25.76 3.46 
  29.46 3.03     29.29 3.05   29.42 3.03 
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Fig. 4. XRD diffractograms of β-polymorph, α-polymorph and nanoemulsion crystals.  
 
The polymorphism of THD could influence its solubility in oils. THD solubility in soybean oil, 
castor oil, medium chain triglycerides (MCT), olive oil and a 1:1 castor oil:MCT mixture was 
evaluated. Excess amounts of THD (α or β) were added to each oil in sealed vials. The vials were 




centrifuged at 15000 rpm for 120 min at 20 °C, an aliquot of each supernatant was diluted and THD 
content was assayed by HPLC (Araújo et al, Submitted for publication b). 
As one can observe in Figure 5, no significant differences were observed between the solubility of 
the two polymorphic forms in all tested oils. Therefo , the polymorphic form used does not 








Castor Oil Medium Chain
Triglycerides
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Fig. 5. THD polymorphs solubility in oils. *significantly different (ANOVA, Tukey test, p<0.05). 
 
Drug crystals collected from the THD formulation presented a crystalline structure which 
corresponds to that of α-polymorph, differently from the raw material originally used. As discussed 
in the previous article (Araujo et al., Submitted for publication a), THD presents low solubility in 
oils, but this characteristic is not influenced by THD polymorphism, as we showed in this study. In 
order to investigate whether THD polymorphism could influence the nanoemulsion stability, a 
formulation was prepared using α-polymorphic form (0.05 %). The crystallization process was also 
observed and the collected crystals were characterized by optical microscopy and FTIR. RXD was 
not performed due to the small amount of crystals. The crystals were characterized as α-polymorph 




favorable environment for THD crystallization as α-form or somehow the mechanism of crystal 
growth is influenced by the structure of the emulsion (Kogan et al., 2008). 
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Desde 1957, quando introduzida no mercado farmacêutico alemão e mundial, a 
talidomida vem demonstrando diferentes aplicações devido à heterogeneidade de 
mecanismos de ação até então já propostos mas, em contrapartida, demonstrou como 
uma substância de baixa toxicidade aparente pode desencadear efeitos tão devastadores 
como a teratogênese. As primeiras evidências positivas para sua utilização após sua 
proscrição aconteceram em 1965 quando Jacob Sheskin descobriu a eficácia da 
talidomida no tratamento da Hanseníase. 
Somente em 1997 a utilização official de talidomida foi aprovada pelo FDA 
(Zeldis et al., 1999; FDA, 2009). Atualmente, a talidomida é aprovada para o tratamento 
do eritema nodoso leprótico, no controle e prevenção de úlceras aftóides idiopáticas nos 
pacientes portadores de HIV/AIDS, bem como no tratamento de algumas doenças 
crônico-degenerativas, tais como lúpus eritematoso e reação enxerto versus hospedeiro 
(REVH) (BRASIL, 2000). 
A utilização de talidomida ainda se restringe à administração oral, mas sabe-se 
que em alguns casos, como REVH ou outras que comprometem tanto a deglutição como 
a absorção, a via parenteral seria a mais adequada (Schmidt et al., 1996; Jacobson et al., 
1999; Eriksson et al., 2001; Teo et al., 2004; Vogelsang and Higman, 2004). 
Diante disso e, principalmente, da instabilidade da molécula em meio aquoso, 
sugeriu-se neste trabalho o desenvolvimento de uma forma farmacêutica 
nanoemulsionada para administração parenteral de talidomida, utilizando a técnica de 
emulsificação espontânea. 
Para analise das formulações e avaliação da estabilidade foi proposto o 
desenvolvimento de um novo método de quantificação da talidomida, pois não foi possível 
utilizar o método da farmacopéia americana (USP, 2008) devido às interferências dos 
componentes do sistema emulsionado. A validação do método foi conduzida de forma a 
cumprir todos os requisitos regulatórios (ICH, 2005) para doseamento do fármaco tanto 
nas formulações como nos óleos que possivelmente seriam utilizados no estudo. A 
robustez foi avaliada através de delineamento experimental de Plackett-burman testando 
3 variáveis: pH da fase móvel, percentual de acetonitrila na fase móvel e comprimento de 
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onda. O método mostrou-se específico, linear (r2 > 0,9998), preciso (DPR % < 1,33%), 
exato (recuperação variou de 99,6 a 100,3 %) e robusto.  
Através do ensaio de solubilidade da talidomida em óleos foi definido o óleo de 
rícino como núcleo oleoso para a nanoemulsão (≈ 0.260 mg/g). A talidomida se mostrou 
muito pouco solúvel no óleo de rícino e TCM, e praticamente insolúvel em óleo de soja e 
oliva. 
O estudo de desenvolvimento das formulações foi realizado a partir de uma 
formulação básica composta de óleo de rícino em concentração de 10 % (p/p) e 
tensoativo lipofílico lecitina de soja numa concentração de 3 % (p/p), concentração 
escolhida com base em estudos prévios de formulação e dados da literatura (Shi et al., 
2009; Jang et al., 2009; Kelmann et al., 2007). Ainda, na fase aquosa, como agente 
isotonizante, foi empregada a glicerina em concentração de 2,5 % (p/p). 
Na primeira fase do estudo foram testadas diferentes concentrações de 
talidomida (0,01, 0,015, 0,02 e 0,05 %, p/p) com o objetivo de definir a dose a ser 
incoporada. A partir dos resultados de diâmetro de gotícula, potencial zeta, 
polidispersidade e o estudo de estabilidade (amostras armazenadas a 4°C), concluiu-se 
que as concentrações mais estáveis foram as de 0,01 e 0,015 %, sendo 0,01 % mais 
estável no período de 45 dias. O decaimento de teor observado no 60° dia foi 
estatísticamente significativo (p<0.05) e isto conduziu o estudo para uma segunda fase, 
de otimização da formulação.  
Nesta segunda fase foi avaliada a incoporação de diferentes concentrações de 
tensoativo hidrofílico não-iônico, polissorbato 80 (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 %, p/p) adicionadas 
na fase aquosa. As formulações com 0,5% de polissorbato mantiveram-se estáveis 
durante o período observado (60 dias). Nas concentrações mais elevadas (1,0, 2,0 e  
4,0 %), foi observada uma diminuição do teor significativa já no 45° dia (p< 0.05), este 
fenômeno de instabilidade pode ser explicado por uma possível reorganização do sistema 
e possível formação de micelas na fase externa. Este fenômeno poderia aumentar a 
transferência do fármaco para a fase aquosa, promovendo uma supersaturação e 
consequente nucleação e cristalização (Weiss, 2000; Han et al., 2004; Meldrum and 
Colfen, 2008, Giffard et al., 2009).  
 97
Importante salientar que todas as formulações demonstraram parâmetros com 
valores compatíveis com um sistema para administração parenteral, quais sejam: 
diâmetro de gotícula em torno de 200 nm, conteúdo de talidomida em torno de 95 %, 
potencial zeta em torno de -30 mV e índice de polidispersidade em torno de 0,200.  
A partir desta investigação concluiu-se que a melhor formulação foi a 
constituída de uma fase oleosa com de 10 % (p/p) de óleo de rícino, 3 % (p/p) de lecitina 
de soja, 0,01 % (p/p) de talidomida e uma fase aquosa com 2,5 % (p/p)  de glicerina e 0,5 
% (p/p) de polissorbato 80. Os estudos de microscopia eletrônica de transmissão 
confirmaram o formato micelar quase esférico característico e o tamanho de gotícula 
nanométrico, coroborando com os resultados obtidos por espectroscopia de correlação de 
fótons. 
O ensaio de liberação in vitro demonstrou através do método de diálise reversa 
que a talidomida em nanoemulsão é liberada a partir de um processo de difusão, sem 
diferenças significativas quando comparado ao fármaco solubilizado no meio doador. A 
liberação foi de cerca de 95 % em 4 horas. 
As formulações que haviam sido preparadas com concentrações mais elevadas 
de talidomida (0,02 e 0,05 %), na primeria fase do estudo de formulação, apresentaram 
um decaimento drástico nos teores de fármaco. Nas embalagens foi constatado um 
resíduo cristalino. Análises deste resíduo utilizando microscopia ótica revelaram um hábito 
cristalino diferente da matéria-prima utilizada na preparação das nanoemulsões. Na 
tentativa de elucidar este fenômeno de recristalização e avaliar a possibilidade de 
transição polimórfica, realizou-se um estudo mais aprofundado de caracterização desses 
cristais através das técnicas de calorimetria exploratória diferencial, infravermelho e 
difração de raios-X.  
Os resultados obtidos principalmente por difração de raios-X e infravermelho 
confirmaram que as amostras analisadas podiam ser caracterizadas como o polimorfo alfa 
da talidomida, diferente do polimorfo inicialmente utilizado para o preparo das formulações 
(beta). 
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A análise da solubilidade em óleos das formas alfa e beta da talidomida indicou 
que esta característica não é influenciada pelo polimorfismo. A preparação de formulação 
com o polimorfo alfa resultou igualmente no aparecimento de precipitados cristalinos 
caracterizados como forma alfa. Estes resultados sugerem que ambas as formas 






































• O método cromatográfico desenvolvido mostrou-se específico, linear, preciso, 
exato e robusto; 
• Dentre os óleos testados, o óleo de rícino foi o que mais solubilizou a talidomida 
(em torno de 0,260 mg/g), tendo sido escolhido para a composição da fase oleosa 
da formulação; 
• Estudos de otimização da concentração de fármaco passível de incorporação nas 
nanoemulsões e da concentração de tensoativo hidrofílico demonstraram que a 
formulação mais estável é a composta por 0,01 % (p/p) talidomida e 0,5 % (p/p) de 
polissorbato 80; 
• A elevação da concentração de polissorbato 80 ocasionou efeito negativo sobre a 
estabilidade das nanoemulsões no que se refere ao teor de fármaco; 
• Os cristais coletados das formulações foram caracterizados como alfa-talidomida, 
demonstrando transição polimórfica em relação à matéria-prima utilizada (forma 
beta); 
• Os ensaios de solubilidade em óleos com as duas formas polimórficas indicaram 
que para o preparo de nanoemulsões ambos polimorfos podem ser utilizados; 
• A formulação mais promissora é constituída de uma fase oleosa com de 10 % (p/p) 
de óleo de rícino, 3 % (p/p) de lecitina de soja, 0,01 % (p/p) de talidomida, e de 
uma fase aquosa com 2,5 % (p/p) de glicerina e 0,5 % (p/p) de polissorbato 80. 
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